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ABREVIATURAS

Abreviatura Nombre completo
∆Ψm Potencial de membrana mitocondrial
•NO Óxido nítrico
•NO2 Dióxido de nitrógeno
•OH Radical hidroxilo
3-Tyr-NO2 3-nitrotirosina
4-HNE 4-hydroxy-2-nonenal
AA Antimicina-A
ATP Trifosfato de adenosina
BSA Albúmina de suero bovino
BWW Biggers Whitten Whittingham
CASA Computer-assisted sperm analysis

Cit-C Citocromo c
•-CO3 Radical carbonato

DAPI 4', 6-diamino-2-fenilindol
DCPIP Diclorofenol-Indofenol
DHR-123 Dihidroxirodamina-123
ETC Cadena transportadora de electrones
FAD/FADH2 Flavín adenín dinucleótido (oxidado/reducido

respectivamente)
FCCP carbonil-cianuro-4-(trifluorometoxi) fenilhidrazona
Fmlp formilmetionil-fenilalanina

-HCO3 Bicabonato
HRP Peroxidasa de rábano
IP Ioduro de propidio

MME Membrana mitocondrial externa
MMI Membrana mitocondrial interna
NAD+/NADH Nicotinamida adenina dinucleótido (oxidado/reducido

respectivamente)
NADPH Nicotinamida adenina dinuclótido fosfato
NOC-7 3-(2-Hydroxy-1-methyl-2-nitrosohydrazino)-N-methyl-1-

propanamine
NOS Óxido nítrico sintasa
NOX NADPHoxidasa
O2 Oxígeno molecular

•‐O2 Radical Superóxido
OMS Organización Mundial de la salud

Peroxinitrito
PBS Buffer fosfato salino
PFA Paraformaldehído
RCR Índice del control respiratorio
RH Rodamina



RNS Especies reactivas del nitrógeno
ROS Especies reactivas del oxígeno
SDH Succinato deshidrogenasa

•‐SIN-1 3-Morpholinosydnonimine hydrochloride (dador de O2 +
•NO)

SOD
H2O2

Superóxido dismutasa
Peróxido de hidrógeno

Tyr• radical tirosilo
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1 RESUMEN

La infertilidad conyugal se define como la dificultad de la pareja para concebir un hijo

por métodos naturales después de un año de relaciones sexuales regulares, sin uso de

métodos anticonceptivo. Se estima que el 15% de las parejas sufren esta condición. Las

causas de la infertilidad en la pareja responden en un 50% de los casos a un factor

masculino solo o combinado con causas femeninas. No se conocen con certeza cuáles

son las causas de la infertilidad masculina, más aún en muchos casos no existen

estudios diagnósticos que determinen el origen de la misma y el diagnóstico de

infertilidad se basa en la historia clínica del hombre y en el espermiograma o

análisis del semen. Este último solamente en raras ocasiones determina claramente si

el hombre es fértil o infértil. Creciente evidencia señala al estrés oxidativo como una

de las principales causas responsables de la infertilidad masculina. Se ha detectado un

aumento en la formación de especies reactivas del oxígeno, las cuales se asocian a la

pérdida de motilidad y disminución de la capacidad de fusión ovocito-espermatozoide,

es decir pérdida  en la función espermática. La mitocondria constituye la principal

fuente de formación de especies reactivas a nivel intracelular. Estas especies

altamente oxidantes y nitrantes, pueden reaccionar con proteínas y lípidos

mitocondriales provocando daño por estrés nitro-oxidativo, lo que conlleva a un

aumento aun mayor de la formación de especies reactivas. En este trabajo nos

plateamos evaluar la función mitocondrial, detectar la formación de especies reactivas

y buscar huellas que   evidencien el estrés nitro-oxidativo en espermatozoides

humanos. Nuestro estudio de la función mitocondrial realizado mediante ensayos de

consumo de oxígeno en células espermáticas intactas de 130 donantes, mostraron que

existe un correlación positiva entre la disfunción mitocondrial y la motilidad

espermática. Detectamos la formación de peroxinitrito así como la nitración de

proteínas en la pieza intermedia de los espermatozoides, región donde se localizan las

mitocondrias. Observamos que las muestras con bajo porcentaje de células

espermáticas motiles presentaron mayores niveles de nitración proteica que las

muestran con alto porcentaje de células motiles. Demostramos que los

espermatozoides pueden producir especies reactivas del oxígeno principalmente en la
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pieza intermedia donde se encuentran las mitocondrias. En conjunto estas evidencias

indican que la disfunción mitocondrial observada en los espermatozoides induce un

aumento en la formación de oxidantes que llevan al deterioro de la motilidad

espermática. Estos datos proporcionan la prueba de función para utilizar drogas

dirigidas a mejorar la condición mitocondrial como forma de tratamiento de la

infertilidad masculina
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2 INTRODUCCIÓN

2.1 Infertilidad masculina

La Organización Mundial de la Salud (OMS) define la infertilidad conyugal como la

dificultad de la pareja para concebir un hijo por métodos naturales después de un año

de relaciones sexuales regulares, sin uso de métodos anticonceptivo (1) (2). Según

datos que fueron obtenidos de la Unidad de Reproducción Humana del Centro

Hospitalario Pereira Rossel, en nuestro país al igual que a nivel mundial, el 15 a 20% de

las parejas tienen problemas de infertilidad (2). En este contexto, según  el censo

realizado por el Instituto Nacional de Estadística de Uruguay en el 2011

aproximadamente 6.000 parejas se encuentran en esta situación. La infertilidad

conyugal es una enfermedad que si bien no afecta físicamente al individuo produce

importantes daños psicológicos a sus integrantes, muchas veces llevándolos a

tratamientos largos, costosos y no siempre obteniendo resultados acordes (3). Para

muchas parejas tener descendencia constituye un objetivo esencial en su vida, por lo

cual no alcanzarlo puede tener un fuerte impacto negativo llevándolos a un profundo

desgaste emocional, frustración y debilitamiento personal (4)(5).

El embarazo se produce por una sincronía perfecta entre una serie de procesos

fisiológicos complejos y una anatomía normal del aparato reproductor tanto femenino

como masculino. Es fácil entender entonces que cualquier alteración de uno de ellos

puede causar infertilidad. El 30% de los casos de infertilidad se atribuye a problemas

de origen femenino, otro 30% se debe a problemas masculinos, mientras que un 20%

corresponde a un factor masculino conjuntamente con uno femenino (Figura 1). El

20% restante se debe a infertilidad donde se desconoce cuál miembro de la pareja es

el afectado principalmente. Teniendo en cuenta estas estadísticas la infertilidad

causada por un factor masculino asciende a un 50% (6,7). La causa de infertilidad

masculina es desconocida aproximadamente en el 30% de los casos (8). Esto es

consecuencia en gran medida a la falta de conocimiento sobre las bases celulares y

moleculares de la disfunción espermática. Este desconocimiento trae como

consecuencia la falta de nuevas metodologías para el diagnóstico más preciso de la
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causa de infertilidad así como la ausencia, en mucho de los casos, de  tratamiento

adecuado para esta condición (9,10).

Figura 1. Esquema representativo del porcentaje de
incidencia de los factores femeninos y masculinos en la
infertilidad.

2.2 Estudio del semen

Para el estudio de la infertilidad masculina se debe realizar la evaluación clínica del

varón. A diferencia de los múltiples estudios para identificar los factores causales

femeninos, el análisis del varón cuenta casi exclusivamente con el estudio básico del

semen, el espermiograma. Si bien este estudio aporta invaluable información, salvo

excepciones no es diagnóstico de fertilidad ni de infertilidad (2). Los resultados

obtenidos del análisis del semen al ser comparados con los valores de referencia

establecidos por la OMS ofrecen un valor solamente predictivo del estado fértil del

individuo (2). El estudio básico del semen evalúa las cualidades macroscópicas como:

aspecto visual, olor, licuefacción, viscosidad y volumen. También incluye el examen de

las propiedades microscópicas: concentración espermática, número total de

espermatozoides, motilidad y vitalidad espermática. Además, se realiza el recuento

diferencial según la morfología espermática y la evaluación de la presencia de detritus

y otros tipos celulares en semen (2,11). La OMS estipula como un recuento

espermático normal el conteo igual o superior a 15.000.000 cel/mL. La motilidad

espermática se clasifica en: i) espermatozoides progresivos rápidos (motilidad tipo a),

ii) progresivos lentos (motilidad tipo b), iii) espermatozoides no progresivos, que se

mueven en el lugar (motilidad tipo c) y iv) no móviles (motilidad tipo d). Se consideran

valores normales aquellos iguales o mayores a 32% de motilidad progresiva (motilidad
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a+b). Frente a valores inferiores al 32% el paciente presenta una astenozoospermia.

Otra característica ampliamente referenciada en el espermograma es la morfología de

la célula espermática. Los criterios definidos por la OMS, establecen como límite

inferior 4% de espermatozoides morfológicamente normales en la muestra de semen

(12,13). Los hombres cuyos parámetros seminales (morfológicos y de motilidad) estén

por debajo de los valores establecidos por la OMS se asocian a dificultades de

fertilidad (Tabla 1) (14). El espermograma permite orientar hacia una participación

masculina en la subfertilidad de pareja pero usualmente no ayuda a determinar con

exactitud la causa de la infertilidad masculina.

Tabla 1. Valores de referencia según la OMS de los parámetros seminales

Valor de referencia OMS 5ta

Parámetro seminal
edición (2010)

Volumen ≥2mL

pH 7.2 a 8

Recuento espermático ≥ 15.000.000/mL

Motilidad a+b ≥32%
Morfología (Criterio Kruger y 4%
col, 1986)
Células redondas ≤ 1.000.000/mL

2.3 Causas de la infertilidad masculina

El 40-50% de los casos de infertilidad se deben a causas conocidas, de origen intrínseco

y/o extrínseco. Dentro de las causas intrínsecas se destacan alteraciones en la

producción y desarrollo de los células espermáticas; alteraciones inmunológicas, con

generación de anticuerpos contra sus propios espermatozoides y varicocele, entre

otros (15). Por otra parte los factores extrínsecos asociados a la infertilidad son el

estilo de vida, alimentación, tóxicos ambientales, exposición a radiación y el consumo

de drogas de recreación tales como, marihuana, cocaína, tabaco y de alcohol (16–19).

Cuando la infertilidad no presentan una causa específica no siempre se observa

deterioro en la calidad espermática a través del espermiograma, pero la capacidad de

fecundar así como el desarrollo embrionario se ven comprometidos (20). Esto sugiere

la existencia de alteraciones funcionales en los espermatozoides que impiden la
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fecundación. Para dilucidar estas alteraciones se realizan otros estudios que

complementan el espermiograma clásico y que incluyen estudios funcionales: test

post- coital, evaluación de la reacción acrosómica inducida, prueba de interacción del

espermatozoide con la membrana del ovocito o test de hamster, test hiposmótico,

daño del ADN espermático y análisis de las características cinéticas del movimiento

espermático (21,22). Desafortunadamente en muchos de los casos estas pruebas

funcionales no logran dar respuesta a la etiología de la infertilidad. En la búsqueda de

los factores que subyacen las causas de infertilidad el estrés oxidativo es considerado

cada vez más una de las principales causa responsables de la misma (23,24). Identificar

dichos mecanismos podrá dar lugar al desarrollo de nuevos métodos para el

diagnóstico, tratamiento y prevención de la infertilidad masculina.

2.4 Características estructurales del espermatozoide humano

Es importante destacar la particularidad estructural de la célula espermática. Durante

la espermiogénesis, la espermátida sufre una serie de reordenamientos donde pierde

gran parte del componente citoplasmático y muchos organelos. Este proceso le

permite adquirir la estructura funcional definitiva del espermatozoide (Figura 2) (25).



7

Figura 2. Etapas del proceso de espermiogénesis. Cambios

citoplasmáticos y nucleares que transforman una célula redonda

(espermátida) en espermatozoide (26).

La estructura del espermatozoide maduro se compone de la cabeza y la cola. En la

cabeza se localiza mayoritariamente el núcleo rodeado de escaso citoplasma y

recubierto en sus dos tercios anteriores por el acrosoma. Este último se forma a partir

del Aparato de Golgi y contiene en su interior enzimas necesarias para la digestión de

las capas que rodean al ovocito. La cola o flagelo es la estructura que brinda la

motilidad asegurando el pasaje del espermatozoide por el tracto genital femenino

hasta el encuentro con el ovocito (Figura 3A).
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Figura 3. Estructura espermática. A) Diagrama de un espermatozoide

humano donde se observan las principales partes, cabeza y flagelo. El flagelo

se divide en cuatro piezas: cuello, media, principal y terminal. B)

Micrografías electrónicas de transmisión de secciones transversales de tres

segmentos del flagelo espermático. La vaina mitocondrial (M) rodea a la

pieza media. Por debajo se disponen diversas vainas fibrosas (VF). En el

centro de los tres segmentos se ubican los microtúbulos (MT), siendo este el

único componente de la pieza terminal. Barra = 0.2 µm (27).

Acompañando toda la extensión del flagelo se encuentra el axonema, componente del

citoesqueleto que regula el movimiento espermático (Figura 3B). El axonema consiste

en dos microtúbulos centrales rodeados por una hilera de nueve dobletes de

microtúbulos. La fuerza impulsora del  espermatozoide es proporcionada por la

dineína, otra proteína del citoesqueleto unida a los microtúbulos. El flagelo se divide

en cuatro regiones que pueden ser diferenciadas por la naturaleza de las estructuras

que rodean al axonema. Desde la base de la cabeza se extiende la primera región

denominada pieza conectora o cuello. En esta región se encuentran los centríolos

proximal y restos del distal. A continuación se extiende la pieza media, ésta se

compone de 9 fibras densas que rodean al axonema brindando soporte estructural al
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mismo. Más externamente se localiza la característica vaina de mitocondrias. Estas

últimas, en número variable de acuerdo a las especie, se asocian con las fibras densas y

el axonema, rodeándolos en forma helicoidal (28). A medida que la membrana externa

de una  mitocondria  entra en contacto con otra se forman puentes disulfuro muy

estables, creando una especie de cápsula donde las mitocondrias se unen unas con

otras (29). Más aún, las proteínas claves que conforman a las mitocondrias

espermáticas son isoformas diferentes de las mitocondrias somáticas lo cual puede

tener implicancias funcionales aún no suficientemente exploradas (30).

La denominada pieza principal continua a la pieza intermedia del flagelo, en ella,

desaparecen las mitocondrias y dos de las fibras densas conforman una vaina fibrosa

que rodea al axonema. Las siete fibras densas  restantes rodean el axonema y le

confieren una asimetría estructural al flagelo que ha sido postulada como base de la

asimetría observada en el batido flagelar. Por otro lado la vaina fibrosa, ubicada por

fuera de las mismas presenta un rol estructural pero también es soporte de varias

enzimas vinculadas al metabolismo espermático. La pieza principal se estrecha

progresivamente a medida que se aproxima a la región terminal.

La porción terminal del flagelo, contiene únicamente el axonema cubierto por la

membrana plasmática.

2.5 Formación de especies reactivas del oxígeno y el nitrógeno: rol mitocondrial.

Las especies reactivas del oxígeno y nitrógeno (ROS y RNS, respectivamente, por sus

siglas en inglés) fueron inicialmente integradas al concepto biológico como agentes

exclusivamente tóxicos y asociadas a patologías. Actualmente sabemos que también

tienen un rol fisiológico regulando cascadas de señalización. Además, se forman

naturalmente como productos del metabolismo mitocondrial, durante el proceso de

respiración celular (31,32).

Estructura de la mitocondria: De igual manera que las mitocondrias de células

somáticas, las presentes en los espermatozoides se componen de dos membranas. La

más externa, es fácilmente permeable a pequeñas moléculas e iones, los cuales

difunden a través de la membrana por canales transmembrana. Dispuesta en forma
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paralela a la membrana mitocondrial externa (MME), se localiza la membrana

mitocondrial interna (MMI). Esta última se invagina formando pliegues que se

internalizan en la matriz mitocondrial, estos permiten aumentar el área rica en

proteínas claves del metabolismo mitocondrial. Las membranas mitocondriales

delimitan dos compartimentos. Uno de ello, la matriz, corresponde al área delimitada

por la MMI. En ella se encuentran enzimas claves del metabolismo intermediario

mitocondrial que participan en el catabolismo de carbohidratos, lípidos y aminoácidos.

La acetil-CoA, formada en la matriz mitocondrial a partir de la descarboxilación

oxidativa del piruvato, se condensa con oxalacetato rindiendo citrato, la primer

reacción del Ciclo de Krebs catalizada por la enzima citrato sintasa. De esta forma la

acetil-CoA proveniente tanto del catabolismo de los glúcidos como de los ácidos

grasos, se oxida completamente a CO2 en el Ciclo de Krebs. La energía liberada en esta

oxidación se conserva  en los  trasportadores de electrones reducidos nicotinamida

adenina dinucleótido (NADH) y flavín adenín dinucleótido (FADH2). Estas coenzimas

reducidas son capaces de ceder un par de electrones a la cadena respiratoria (ETC, por

sus siglas en inglés). El otro compartimento es el espacio intermembrana, localizado

entre las dos membranas (Figura 4A). En la MMI se alojan los complejos proteicos de

la cadena respiratoria y el complejo V o ATPsintasa, responsables de la síntesis de

trifosfato de adenosina (ATP) (33). La cadena respiratoria está integrada por una serie

de transportadores moleculares por donde pasan los electrones hacia el aceptor final,

el oxígeno (O2), el cual se reduce a agua (H2O) (34). El complejo I (NADH:ubiquinona

oxidorreductasa) y II (succinato deshidrogenasa o succinato ubiquinona óxido

reductasa) aceptan electrones provenientes de las coenzimas reducidas NADH y FADH2

respectivamente. Ambos complejos ceden los electrones a la coenzima Q o ubiquinona

(CoQ), esta puede aceptar un electrón transformándose en radical semiquinona o dos

electrones reduciéndose completamente a ubiquinol. El complejo III (ubiquinol-

citocromo c oxido-reductasa) es el responsable de acoplar la transferencia de

electrones contenidos en el ubiquinol para ser cedidos al citocromo c (Cit-c). El pasaje

de electrones por este sector de la cadena es complejo y escalonado, los electrones

son cedidos por diferentes centros del complejo III que finalmente se lo ceden a Cit-c.
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Este último es una proteína soluble que se asocia mediante interacciones

electrostáticas con la parte exterior de la MMI, que luego de aceptar un electrón

difunde hacia el complejo IV (citocromo c oxidasa). En este último paso de la cadena

respiratoria los electrones son cedidos al O2 reduciéndolo a H2O. La energía que se

genera en el pasaje de electrones por los complejos I, III y IV permite la salida de

protones (H+) en contra de su gradiente de concentración hacia el espacio

intermembrana, lo que genera un potencial de membrana negativo en la matriz

mitocondrial (∆Ψm). Esta energía almacenada en ∆Ψm es utilizada por la ATP sintasa

(complejo V) para formar ATP a partir de ADP (adenosina 5´-difosfato) y fosfato

inorgánico (Pi) (35–37)(Figura 4B).
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Figura 4. Esquema de la estructura de la mitocondria. A) En el esquema se observa las principales funciones

de este organelo. En (1) y (2) se representa el metabolismo oxidativo de glúcidos y ácidos grasos dando lugar

a la formación de acetil-CoA. Ciclo de Kreb (3). En esta etapa la acetil-CoA se oxida y la energía liberada se

acumula como energía química en las moléculas de NADH y FADH2. La energía de estas moléculas se utiliza

para la síntesis de ATP mediante el proceso de fosforilación oxidativa (4 y 5). En la matriz se encuentran

también varias copias de  ADN mitocondrial cuyos genes codifican para diversas proteínas de la propia

mitocondria (6). B) Se representan los cuatro complejos (I al IV) que participan en el transporte de

electrones y forman la cadena respiratoria que acoplada a ATPsintasa (complejo V) sintetizan ATP (38).
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Formación de especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno: La mitocondria cumple

un rol fundamental en la producción de energía para el funcionamiento celular y

también constituye la principal fuente de formación de ROS a nivel de la cadena

respiratoria. Durante la respiración celular el O2 se reduce a H2O y la energía de esta

reacción se utiliza para la síntesis de ATP. El 0.1-2% del total del O2 se reduce
•‐parcialmente dando lugar a la formación del radical superóxido (O2

•‐

) una de ROS

(39,40). El O2 se produce por la fuga de electrones a nivel del complejo I y III a través

de la reducción monovalente del O2 [Ec.1] (Figura 5) (41,42).
O2 + 1e־ O •‐ [1]

Figura 5. Formación de ROS. El radical O2
•‐ se forma por la reducción monovalente

del O2 a través del complejo I y III de la cadena respiratoria. El O2
•‐ puede dismutar

mediante la acción de la CuZnSOD del espacio intermembrana o por Mn-SOD en la

matriz mitocondrial a H2O2. En células con gran capacidad antioxidante el H2O2

puede ser eliminado por acción de glutatión peroxidasas-reductasa (GPx),

peroxirredoxinas (PRx), catalasa. Modificado de Kowaltowski y col. (36).

El radical O •‐ una vez formado, puede dismutar espontánea (constante de velocidad

del orden de 105 M−1 s−1) o enzimáticamente mediado por la superóxido dismutasa

(SOD, constante de velocidad 1-2  x 109 M−1 s−1) y producir peróxido de hidrógeno
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(H2O2), que es una molécula oxidante, relativamente estable (43,44). Existen tres

variante de la SOD, manganeso (MnSOD) localizada en la matriz mitocondrial, la cobre-

zinc (CuZnSOD) citosólica y la EC-SOD extracelular. Estas constituyen una de las

defensas antioxidantes principales que poseen los sistemas biológicos (45). En los

mecanismos de detoxificación del H2O2, participan sistemas enzimáticos

(peroxirredoxinas, glutatión peroxidasas-reductasa y catalasas) y no enzimáticos

(glutatión, ascorbato y vitamina A y E) los cuales reducen el H2O2 a H2O [Ec.2] (Figura

5) (46).
2O •‐ + 2H+ H2O2 + O2 [2]

Conjuntamente, el O •‐ y el H2O2 son las principales especies reactivas generadas a

nivel mitocondrial. En presencia de un metal de transición, como ión ferroso (Fe2+), el

H2O2 se puede reducir a radical hidroxilo (•OH) (reacción de Fenton) generando así uno

de los oxidantes más potentes [Ec. 3] (Figura 6) (47).

X-Fe2+ + H2O2 X-Fe3+ + OH‐ + •OH [3]

Figura 6. Formación de ROS a partir de la reducción del O2.

•‐Se han demostrado otros sitios importantes de formación de O2 /H2O2 a nivel

mitocondrial, además del complejo I y III de la cadena respiratoria, como

2- oxoglutarato deshidrogenasa, piruvato deshidrogenasa y succinato dehidrogenasa

(48).
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El anión O •‐ formado a nivel mitocondrial puede reaccionar con el radical óxido nítrico

(•NO). El •NO se forma a partir de la oxidación de L-Arginina a L-citrulina catalizado por

la enzima denominada óxido nítrico sintasa (NOS por sus siglas en inglés). Existes tres

isoformas de esta enzima la endotelial eNOS, neuronal nNOS y la inducible iNOS

(Figura 7).

Figura 7. Esquema ilustrativo de la formación de •NO a partir del

metabolismo de la L-arginina por la acción de la NOS (49).

El •NO difunde a través de las membranas biológicas y en la mitocondria reacciona con
•‐el radical O2 formando una especies altamente oxidante y nitrante, el pero initrito

(ONOO-) con una constante de reacción de 1×1010 M−1 s−1 [Ec.4](Figura 8) (50,51).
•NO + O •‐ ONOO- [4]

.
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Figura 8. Esquema de la formación de ONOO-. Se observa que ante
la formación de a nivel de la ETC y en presencia de un flujo de NO se
forma ONOO-a nivel mitocondrial (52).

2.6 Estrés nitro-oxidativo.

Cuando las ROS se producen en exceso el sistema antioxidante no logra neutralizar el

efecto de estas especies. Este desbalance entre los oxidantes y antioxidantes, a favor

de los primeros, conlleva a la desregulación de la señalización redox y daño molecular

(53). El aumento significativo de la formación del radical O •- en presencia de •NO dan

lugar a la formación de ONOO-. Dada su naturaleza altamente reactiva puede

rápidamente reaccionar con biomoléculas tales como lípidos, proteínas y ácido

desoxirribonucleico, induciendo múltiples efectos adversos en la viabilidad y función

celular. La nitración de proteínas es una de las principales huella a nivel molecular que

nos indican la formación de ONOO- in vivo (54,55). El ONOO- puede dar lugar a la

nitración de proteínas mediante la generación de radicales libres secundarios (por

homólisis de ONOOH o del aducto que se forma entre el ONOO- y el CO2). Este proceso

de modificaciones postraduccional en los residuos de tirosina proteica da lugar a la

formación de 3-nitrotirosina (3-Tyr-NO2) (56). El mecanismo por cual se incorpora un

grupo -NO2 a residuos de tirosinas de las proteínas es un proceso en pasos sucesivos

que implican: la oxidación de proteínas por un electrón da a lugar a la formación de un

radical tirosilo (Tyr•) [EC. 5], que luego se reacciona con •NO2 para dar lugar a la 3-Tyr-

NO2 [Ec.6] (Figura 9) (57). Como se observa en la figura 9, la formación de 3-Tyr-NO2
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también puede darse por combinación con •NO para dar 3-nitrosotirosina y su

posterior oxidación secuencial por dos electrones dando lugar a la formación de 3-Tyr-

NO2.

TyrH + CO •- Tyr• + HCO - [5]

Tyr•+•NO2 Tyr-NO2 [6]

Figura 9. Esquema de la nitración proteica. En presencia de CO el ONOO- produce los
oxidantes CO3 y •NO , en la primera etapa del proceso de nitración el CO • -

reacciona con los residuos de tirosina dando lugar al radical Tyr•. En la segunda etapa
el •NO se adiciona rápidamente al radical Tyr• formado 3-Tyr-NO . Tomado de Radi. y
col. (56).

La acumulación de moléculas nitradas refleja un desbalance entre la formación de

oxidantes y antioxidantes denominado recientemente estrés nitro-oxidativo. El estrés

nitro-oxidativo podría alterar la función de las propias enzimas mitocondriales



18

induciendo así la disfunción mitocondrial provocando un aumento aún mayor en la

formación de ROS (58).

2.7 Rol fisiológico de las especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno: formación en

el espermatozoide

Las ROS y RNS modulan diversos procesos fisiológicos y activan vías de señalización

mediadas por segundos mensajeros. Las ROS pueden generarse por la propias células o

en el ambiente que las rodea (59). Datos recientes indican que pequeñas cantidades

de ROS y RNS son necesarias para que el espermatozoide adquiera la capacidad

fecundante regulando procesos claves de la capacitación como la hiperactivación y

reacción acrosómica(60–62).

Capacitación: Luego de la eyaculación, los espermatozoides no presentan las

características estructurales ni bioquímicas necesarias para lograr la fecundación.

Durante su trayecto por el tracto genital femenino sufren una serie de cambios que les

permiten alcanzar la capacidad fecundante que se denominan colectivamente

capacitación. Luego de la eyaculación los espermatozoides exhiben un patrón de

motilidad caracterizado por trayectorias lineales, asociadas a ondas flagelares de alta

frecuencia, baja amplitud y simétricas (63,64). Este tipo de trayectoria le brinda la

fuerza de propulsión necesaria para que los espermatozoides puedan atravesar el

mucus cervical, una de las primeras barreras del tracto femenino. A medida que

ascienden por la vagina y la cavidad uterina para llegar al ovocito se produce cambios

en el patrón de movimiento (hiperactivación), aumenta la fluidez de la membrana

plasmática y se desencadena la reacción acrosómica. Estos tres procesos, son en

primera instancia los que aseguran la fecundación del ovocito (65,66). Los

movimientos del espermatozoide observados en el estado de hiperactivación se

caracterizan por ondas flagelares asimétricas, de gran amplitud y velocidad, los cuales

determinan trayectorias no progresivas (67). Este tipo de movimiento asegura la

penetración por la zona pélucida, capa mucosa que rodea al ovocito, otra de las

barreras que debe sobrepasar el espermatozoide para lograr la fecundación (Figura 10)

(68).
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Figura 10. Procesos fisiológicos previos a la fecundación. Se esquematiza la motilidad

espermática en el momento de la eyaculación, los cambios de este parámetro y el

proceso de capacitación durante el trayecto por el tracto genital femenino hasta el

encuentro con el ovocito. Tomado de Rios y col. (69).

Los procesos involucrados en la capacitación son muy complejos y aun no se conocen

en profundidad. Se sabe que alguno de los eventos tempranos de la capacitación

involucra la entrada de calcio, aumento en el adenosín monofosfato cíclico (cAMP). En

etapas tardías, se desencadena la fosforilación de proteínas, puntualmente en el

residuo de tirosina (70–72). Algunas de la evidencias muestran que en presencia de

SOD las células espermáticas no logran alcanzar el estado capacitado, sugiriendo que el
•‐O2 que se forma extracelularmente es fundamental para este proceso (73). La

exposición exógena a H2O2 induce la capacitación espermática (Figura 11)(74).
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Figura 11. Rol fisiológico de las ROS en el espermatozoide. Modificado de O´Flaherty y

col. (75).

Se ha demostrado que el •NO está vinculado con el procesos de capacitación (76). La

inhibición de la NOS mediante el uso de L- AME ( ω-Nitro-L-arginine methyl ester)

bloquea la capacitación de los espermatozoides (77). Otros reportes han mostrado que

la exposición de los espermatozoides frente al •NO en bajas concentraciones induce un

mayor porcentaje de células capacitadas (78). Ensayos bioquímico e

inmunohistoquímicos han revelado y localizado varias isoformas de la NOS en células

espermáticas humanas (79). En conjuntos las evidencias indican que el O2
•‐, H2O2 y •NO

a bajas concentraciones y de forma controlada activan blancos en la membrana

espermática que desencadenan mecanismos intracelulares involucrados en el proceso

de capacitación. Hasta el momento no se ha demostrado aún el posible rol de la

mitocondria en los mecanismos de capacitación y como fuente principal de ROS

intracelular.

2.8 Origen del estrés nitro-oxidativo en el espermatozoide humano e infertilidad

Si bien se ha propuesto, al igual que en las células somáticas, a la mitocondria del

espermatozoide como fuente principal de ROS, la pregunta de cómo y para qué se

producen en el espermatozoide es aún controversial (80). Como se describió

anteriormente, a bajas concentraciones estas especies reactivas pueden participar
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como mediadores en procesos fisiológicos (81). Las células somáticas contienen un

sistema de defensa antioxidante que logra controlar la formación excesiva de ROS y

así evitar desencadenar un estado de estrés oxidativo. Dado su reducido espacio

citoplasmático, los espermatozoides carecen de estas defensas antioxidantes (82). Por

lo tanto las células espermáticas son vulnerables frente a un desbalance en la

producción de oxidantes, comprometiendo su funcionalidad. Se ha detectado que el

25-40% de las  muestras de semen de pacientes que sufren infertilidad de causa

desconocida presentan altos niveles en la producción de ROS (83,84). Altas

concentraciones de ROS se asocian a la pérdida de motilidad y disminución de la

capacidad de fusión ovocito-espermatozoide (85,86).

El origen de las ROS en el eyaculado humano podría provenir de varios tipos celulares

incluyendo leucocitos seminales, células germinales inmaduras o espermatozoides

anormales. Especialmente estas últimas han demostrado ser importantes fuentes de

generación de ROS (87,88) y es discutido los tipos de anomalías que las producen. Se

hipotetiza que los espermatozoides inmaduros con exceso de citoplasma podrían ser

una fuerte importante de los mismos (89).

Dada la presencia de otros tipos celulares, como leucocitos, en la muestra espermática

humana, el estudio de la formación de ROS exclusivamente por el espermatozoide, ha

resultado ser un gran desafío. En condiciones normales la población de células

leucocitarias se encuentra en una proporción menor a 1.000.000 cel/mL. Se considera

patológico, cuando la población leucocitaria es mayor a 1.000.000 cel/mL. Frente a

esta situación patológica (leucocitospermia) los niveles de ROS formados por los

leucocitos constituyen una fuente significativa de daño celular. El estrés nitro-oxidativo

generado intra o extracelularmente podría dañar y alterar la función de las propias

enzimas mitocondriales espermáticas. Esto induce disfunción mitocondrial provocando

un aumento aún mayor en la formación de ROS (58). Esta disfunción mitocondrial

podría ser una de las causas de la infertilidad masculina, como se ha planteado para

otras enfermedades tales como neurodegenerativas y cardiovasculares (90).
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3 Hipótesis

La disfunción mitocondrial disminuye la capacidad fecundante de los

espermatozoides medida a través de los parámetros seminales. Esta alteración

mitocondrial desencadena un aumento del estrés nitro-oxidativo llevando a un daño

mayor del metabolismo mitocondrial que altera la función espermática.

4 Objetivo general y específico

4.1 Objetivo general: Determinar si la disfunción mitocondrial se asocia con

espermatozoides defectuosos  en  el eyaculado  y con aumento de la formación de

especies oxidantes espermáticas

4.2 Objetivos específicos:

4.2.1 Objetivo específico #1: Evaluar la función mitocondrial (índice de acople) en un

amplio rango de muestras espermáticas humanas y su correlación con la motilidad.

4.2.2 Objetivo específico #2: Determinar la formación de especies oxidantes por la

mitocondrias del espermatozoide humano.

4.2.3 Objetivo específico #3: Detectar si las especies reactivas del oxígeno y del

nitrógeno producen modificaciones en proteínas y lípidos del espermatozoide.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL Y MÉTODOS

5.1. Población de estudio

Se analizaron muestras de semen provenientes de 150 individuos  entre donantes

sanos y pacientes, cada uno contaba con el espermiograma completo realizado por la

Clínica Andrológica FERTILAB o en nuestro Laboratorio en el Departamento de

Histología y Embriología de Facultad de Medicina. Cada espermiograma cuenta con a

edad el indiviuo. Se excluyeron del análisis 20 muestras que presentaban

leucocitospermia.

5.2 Recolección y análisis de las muestras

Las muestras se  recolectaron en la Clínica FERTILAB y en nuestro Laboratorio. Las

mismas provienían de donantes sanos o pacientes que consultaron por infertilidad

propia o de su pareja. Dichas muestras se obtuvieron por masturbación luego de un

período de abstinencia sexual de por lo menos 72 horas. Luego de alcanzada la

licuefacción de la muestra a temperatura ambiente, se analizaron los parámetros

macroscópicos del semen, el volumen, olor, color, viscosidad y pH. Para el análisis

microscópico se realizó el recuento espermático y el estudio de la motilidad mediante

un sistema de análisis computarizado (CASA, Microoptics, Barcelona, España). Para

ello, una alícuota de la muestras (5 µL) se cargó en una cámaras de conteo (CELL-VU-

Millennium Sciences, Nueva York, Nueva York), se monitoreó diferentes campos hasta

completar el análisis de 1.000 células espermáticas. En cada campo el sistema CASA

captura 25 imágenes por segundo, lo que permite reconstruir la trayectoria seguida

por cada espermatozoide y así clasificar el tipo de motilidad del espermatozoide (a,b,c,

d). Los parámetros de motilidad se clasificaron siguiendo los criterios propuestos por la

OMS [5]. Se analizaron valores cinéticos del movimiento espermático los cuales se

expresaron como el valor promedio del total de la población estudiada. Se evaluó la

velocidad curvilínea (VCL, µm/s) que es la distancia recorrida por el espermatozoide a

lo largo de su trayectoria real por unidad de tiempo y la velocidad rectilínea (VSL,

µm/s), que es la distancia recorrida por el espermatozoide entre el primer punto y el

último de su trayectoria. A su vez se calculó la distancia recorrida por el
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espermatozoide a lo largo de la trayectoria media (VAP, µm/s). Se analizó también la

amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, µm/s).

5.3 Evaluación de la función mitocondrial espermática mediante ensayos de

consumo de oxígeno.

La velocidad de la fosforilación oxidativa está regulada por la demanda energética de la

célula. Este mecanismo regulatorio denominado "control respiratorio" permite que un

aumento en la velocidad de fosforilación oxidativa determine un incremento en el

transporte de electrones de la cadena respiratoria y como consecuencia a un aumento

en  el consumo de O2. Por lo tanto evaluar el estado de la actividad  mitocondrial

monitoreando el consumo de O2 en diferentes estados funcionales en células intactas,

nos aporta datos del estado bioenergético de la célula.

Las muestras de semen se centrifugaron a 400 x g durante 10 minutos a RT. Luego de

un lavado en buffer fosfato salino (PBS) se resuspendieron en el medio Biggers

Whitten Whittingham (BWW) + albúmina de suero bovino (BSA) (95 mM NaCl, 4.8 mM

KCl, 1.7 mM CaCl2, 1.2 mM KH2PO4, 1.2  mM MgSO4, 5.6 mM glucosa, 0.25 mM

piruvato, 20 mM Hepes, 25 mM NaHCO3, 20 mM ácido láctico, 32 mM HCO3 y 5 mg/ml

BSA). Para medir la respiración mitocondrial la concentración de células espermáticas

se ajustó a 20 X 106 células/mL. La respiración mitocondrial se midió en un oxímetro de

alta sensibilidad Oxygraph-2 K (Oroboros Instruments GmbH, Innsbruck, Austria) a pH

7.4 y a 37 ºC de temperatura, equipado con un software que expresa la velocidad de

consumo de O2 como pmol O2.s-1.ml-1 (DatLab versión 4.2; Oroboros  Instruments

GmbH). Se registró el consumo basal de O2 por los espermatozoides, luego se inyectó

en la cámara oligomicina (oligo 2 µg/ml, Sigma-Aldrich) inhibidor de la ATPsintasa

mitocondrial. Continuamos con la titulación en pasos sucesivos de 1 μM de carbonil-

cianuro-4-(trifluorometoxi) fenilhidrazona) (FCCP, Sigma-Aldrich), desacoplante de la

cadena respiratoria, hasta obtener el consumo máximo de O2. Para finalizar el estudio,

se trató con antimicina A (AA, 2.5 μM, Sigma-Aldrich), inhibidor del complejo III de la

cadena respiratoria (Figura 12).
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Figura 12: Esquema de los ensayos de respirometría de alta resolución. Se mide el consumo basal de
O2 seguido de la inhibición con oligomicina. Al inhibir la ATPsintasa, el flujo de electrones se reduce
progresivamente regulado por el gradiente electroquímico de protones que se acumula en el espacio
intermembrana. Esto permite estimar cuánto de la respiración basal está destinado a la síntesis de ATP
y cuánto corresponde a fuga de protones. Se prosigue con la titulación de FCCP, este ácido débil se
disocia en la matriz mitocondrial liberando protones, de esta manera se disipa el gradiente
electroquímico restableciendo el flujo de electrones por la cadena respiratoria aún cuando la
ATPsintasa permanece inhibida y por tanto aumenta el consumo de O2. Se genera un desacople entre
la fosforilación oxidativa y el transporte de electrones. Finalmente se inyecta  AA para estudiar el
consumo de O2 exclusivamente mitocondrial.

A partir de este ensayo se calcularon 2 índices indicativos del estado funcional

mitocondrial:

1) Índice del control respiratorio (RCR): se calculó como la relación entre el consumo

de oxígeno en presencia de FCCP sobre el flujo en presencia de oligomicina.

2) Respiración basal: corresponde a la respiración celular en ausencia de inhibidores o

desacoplante.

5.4 Formación de oxidantes por el espermatozoide: Determinación de la formación

de peroxinitrito

Preparación de mitocondrias aisladas

Como primera aproximación evaluamos la formación de oxidantes mitocondriales en

una fracción enriquecida de mitocondrias espermáticas. Para obtener dicha fracción se
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realizó un fraccionamiento subcelular. Las muestras de semen en BWW se sonicaron

(S1) y luego se centrifugaron a 1.000 x g por 10  min. El sobrenadante (S2), se

centrifugó a 10.000 x g por 10 min a RT. El pellet (P1) de esta última centrifugación

corresponde a la fracción enriquecida en mitocondrias, el cual se resuspendió en BWW

(91).

Medida de la actividad succinato deshidrogenasa

Para demostrar el enriquecimiento de la fracción medimos la actividad del complejo II

de la cadena respiratoria, succinato deshidrogenasa (SDH). Primero, se midió la

concentración de proteínas de la fracción obtenida mediante el método de

Bradford. Se tomó 10-20 µg de proteína de la fracción y se incubaron junto con 2,6

Diclorofenol-Indofenol (DCPIP, 20µM), succinato (15 mM) y cianuro de potasio (2 µM).

El cianuro inhibe el complejo IV de la cadena respiratoria, entonces los electrones

cedidos por el succinato son captados por el DCPIP, la reducción de este compuesto

produce un cambio de color azul a incoloro de la solución. Pa ra evaluar la actividad

de la SDH seguimos la reducción del DCPIP espectrofotométricamente a 600

nm (ε= 20.5 mM-1 cm-1)(91).

Formación de peroxinitrito en la fracción enriquecida de mitocondrias espermáticas

Para evidenciar la formación de ONOO- en el espermatozoide humano utilizamos la

sonda dihidroxirodamina-123 (DHR-123) (92,93). Dicha sonda reacciona con los

radicales derivados de la descomposición del ONOO- formando rodamina (RH),un

compuesto fluorescente, característica que permite seguir su formación. Se tomó 0.7

mg/mL de proteína de la fracción enriquecida en mitocondrias y se incubó con DHR-

123 (50 µM), se agregó AA (2.5 µM) junto con un dador de •NO (NOC-7 Alexis-

Biochemicals, Farmingdale, NY; 10 y 30 µM) y succinato como sustrato mitocondrial. El

dador de •NO se preparó en una solución de hidróxido de sodio 1mM ya que a pH

alcalino el compuesto es estable (94). Para evaluar la concentración de •NO liberada

por este dador seguimos la oxidación de la oxihemoglobina a metahemoglobina en

PBS, a 37ºC, pH 7.4. La oxidación se evaluó por espectrofotometría a λ = 577 nm y 630

nm durante 10 minutos. Se determinó que a 10 y 30 µM de NOC-7 libera un flujo
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constante y lineal de •NO de 0.7, y 2.1 µM.min-1 respectivamente. Realizamos

controles en los cuales expusimos la fracción mitocondrial a: i) solo a succinato, ii)

succinato y AA y iii) succinato y NOC-7. Adicionamos en una de las condiciones

experimentales metionina, un scavenger (velocidad de reacción de 200 M−1s−1) del

ONOO- (94). La fluorescencia de la RH se midió durante 20 minutos a 37 ºC con un

lector de fluorescencia en placa (Varioskan, Thermo Fisher Scientific, Vantaa, Finland)

con una longitud de onda de λ e citación= 485 nm y λ emisión= 520 nm.

Formación de peroxinitrito en células espermáticas intactas.

Al igual que en los procedimientos anteriores, las muestras se lavaron y una vez en

BWW las células se incubaron con DHR-123 durante 30 minutos a 37 ºC. Se tomaron 4

x 106 células por condición experimental que incluyen las tratadas con AA (2.5 µM) y

NOC-7 (30 µM). Los controles realizados incluyen la incubación de las células

únicamente con AA o NOC-7. Inmediatamente después de iniciado el tratamiento, se

midió la formación de RH por fluorescencia en placa, como se describió previamente

para la fracción enriquecida. Para el estudio por microscopía confocal las células se

incubaron previamente con DHR-123 y luego de 10 minutos de la exposición a AA y

NOC-7 se realizó un lavado en PBS de 5 min y se montaron sobre portaobjetos pre-

tratados con poli-L-lisina. Los  espermatozoides se observaron bajo microscopio

confocal utilizando el láser de argón a λ 488 nm (LeicaTCS SP5 II; Leica Microsystems).

Para el estudio por citometría de flujo, las células se procesaron de igual manera a

como se describió para la microscopía confocal. Las muestras se analizaron con un

citómetro de flujo FACS Calibur (Becton Dickinson, San Jose, CA). En cada condición

experimental se registraron 30.000 eventos, los cuales se observan en gráficos de

puntos (dot-plot) provenientes de señales de dispersión de la luz, el forward y side

Scatter, que nos indican tamaño y complejidad celular respectivamente. En los dot-plot

seleccionamos la región correspondiente a las células espermáticas, excluyendo del

análisis otros tipos celulares y debris. En esta región seleccionada se detectaron las

células marcadas con RH utilizando un láser de e citación de longitud de onda λ= 488

nm y un detector de filtro de banda de 530nm/30nm (FL-2). Los datos obtenidos se

analizaron con el software Cell Quest.
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Purificación de espermatozoides por gradiente de densidad.

Se analizó también la formación de ONOO- en células espermáticas purificadas

mediante gradiente de centrifugación. Para la purificación se utilizó soluciones de

doble densidad 40-90% (SpermGrad; Vitrolife, Göteborg, Sweden). En un tubo cónico

de centrífuga de 15 mL se preparó el gradiente sobre el cual se depositó la muestra de

semen (1mL). Los tubos se centrifugaron a 400 x g a RT durante 20 minutos. Se eliminó

el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 1mL de medio BWW y se volvió a

centrifugar esta vez durante 10 minutos a 400 x g a RT, el sobrenadante se descartó y

el pellet obtenido se  resuspendió en 1 mL de BWW concluyendo así la etapa de

purificación. En estas muestras purificadas se analizó la formación de oxidantes

siguiendo la oxidación de DHR-123 mediante fluorescencia en placa.

5.5 Estudio de las modificaciones postraduccionales producidas por estrés nitro-

oxidativo.

Una forma de determinar la existencia de estrés oxidativo es evaluar los productos

derivados de la reacción de las ROS con biomoléculas. Se demostró mediante ensayos

de inmunodetección modificaciones proteicas y lipídicas inducidas por agentes

oxidantes. Valoramos los niveles de nitración en muestras de baja calidad espermática

(motilidad progresiva < 32%) y de alta calidad espermática (motilidad > 32%) de

acuerdo a los criterios establecidos por la OMS (2). El estrés oxidativo puede inducir la

peroxidación lipídica, en la cual se generan aldehídos altamente reactivos como el 4-

hydroxy-2-nonenal (4-HNE), uno de los compuestos más tóxicos generados en este

proceso. Este tipo de derivado lípidico puede reaccionar con residuos proteicos,

principalmente cisteína, histidina o lisina. Esta reacción denominada adición de

Michael, da lugar a la formación de aductos proteicos que se pueden evidenciar por

inmunodetección (95). Las muestras de espermatozoides con diferente calidad

espermática se centrifugaron a 400 x g a RT. Luego de sucesivos lavados en PBS se

resuspendieron en BWW, sonicaron y centrifugaron a 5.000 x g a RT. Se determinó la

concentración de proteínas mediante el método de Bradford. Las proteínas (30-40 µg)

se separaron de acuerdo a su peso molecular mediante electroforesis en condiciones

desnaturalizantes en gel de poliacrilamida al 12% (SDS-PAGE) a 30 mA a 4 ºC. Previo a
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realizar la corrida electroforética, las proteínas se incubaron con el buffer de carga

(0.5 M buffer Tris-HCl pH 6.8, 25% Glicerol; 2.5% de sodecil sulfato de sodio (SDS) al

10%,0.1mg/mL de azul de bromofenol, 25% 2-mercaptoethanol) urante 5 min a 95

ºC. Esto garantiza la desnaturalización de las proteínas para su correcta migración

por peso molecular. Mediante electro-transferencia, se realizó el traspaso de las

proteínas a la membrana de nitrocelulosa a 30 mA a 4 ºC durante todo la noche. Las

membranas con el material transferido se bloquearon para impedir uniones

inespecíficas de los anticuerpos empleados. Este proceso se realizó incubando las

membranas con una solución de bloqueo (5% leche, Tween-20 0.6% en PBS) durante 1

h a RT. Las membranas se incubaron por separado con el anticuerpo anti-3-

nitro-tirosina (1/1.000) y anti-4-HNE (1/1.000), ambos anticuerpos policlonales de

conejo en la misma solución de bloqueo durante 1h a RT. Se lavaron tres veces

durante 10 min en PBS con 0.6% de Tween-20. Se incubaron con el anticuerpo

secundario anti-conejo IR Dye 800CW (1/20.000, Li-COR, Lincoln, NE), durante 1h en

PBS con 0.3 % de Tween-20 a RT. Estos anticuerpos secundarios permiten revelar las

membranas mediante fluorescencia infrarroja utilizando el equipo Odyssey® CLx

Infrared Imaging System (Li- COR). Para finalizar, se realizaron 3 lavados de 10 min en

PBS con 0.3 % de Tween-20, para eliminar el exceso de anticuerpo no unido. Junto

con las muestras en estudio se

corrieron muestras control tratadas con un bolo de ONOO- de 1mM. Esta muestra

control se utilizó para relativizar los datos de cuantificación de señal obtenidos de las

muestras de estudio. Se midió la densidad del área marcada con la señal utilizando el

software libre ImageJ. El ONOO- se sintetiza en el laboratorio utilizando un reactor de

flujo detenido, a partir de nitrito de sodio y H2O2 en condiciones ácidas (96). El

producto de reacción obtenido se mezcló con dióxido de manganeso para eliminar el

exceso de H2O2 y se almacenó a -80 ºC. Rutinariamente, previo a su utilización, se

midió la concentración ONOO- espectrofotométricamente (Espectrofotómetro UV-

Visible Cary 50 Tablet, Varian, Inc.) midiendo la absorbancia a 302 nm (ε= 1670 M-1cm-

1) en solución de hidróxido de sodio (NaOH, 10 mM).
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5.6. Inmunolocalización de la nitración por peroxinitrito

Se realizaron extendidos de espermatozoides en BWW sobre láminas previamente

tratadas con poli-L-lisina para asegurar la adhesión celular. Se fijaron por inmersión en

paraformaldehído al 4% en PBS (PFA) a pH 7.4 durante 30 min. Luego de lavarlos en

PBS para eliminar el fijador, los preparados se sometieron a una recuperación

antigénica. Para ello, las láminas se colocaron en buffer citrato de sodio (10 mM, pH 6)

pre-calentado a 80 ºC, utilizando un horno microondas se mantuvieron a dicha

temperatura durante 40 min. Finalizado el proceso de recuperación se dejó enfriar el

buffer citrato y las láminas se lavaron dos veces por 10 min en PBS. Se inhibieron las

peroxidasas endógenas con una solución de H202 (volumen 30) al 3 % en PBS 20 min.

Las células se permeabilizaron con PBS-TritonX-100 0.6% 30 min y para bloquear las

interacciones inespecíficas se incubaron con solución de bloqueo (PBS-TritonX-100

0.2%, BSA 2%, suero de cabra 10%) por 1h. El anticuerpo primario utilizado

anteriormente, anti-3-Tyr-NO2, se usó a una concentración de 1/50 diluido en la

solución de bloqueo por 48 horas a 4 ºC en cámara húmeda. Tras tres lavados de 15

min en PBS los preparados se revelaron con el kit de amplificación de señal de tiramida

(TSA®, Invitrogen, Life Technology, Carlsbad, CA). El kit cuenta con un anticuerpo

secundario anti-conejo conjugado a peroxidasa de rábano (HRP), el cual se incuba a una

concentración de 1/100 durante 1h. Luego de los lavados, los preparados se incubaron

con la tiramida marcada con el fluorocromo alexa 488 (1/100) en buffer de

amplificación del Kit y

0.00015% de H2O2. La HRP en presencia de H2O2 activó la tiramida marcada, siendo

ahora capaz de unirse con residuos de tirosinas adyacentes. Finalizada la

inmunodetección los preparados se montaron con un medio comercial que contiene

4', 6-diamino-2-fenilindol (DAPI; Sigma-Aldrich) para preservar mejor los preparados y

marcar los núcleos. La especificidad del anticuerpo secundario se controló en láminas

en las que se omitió el anticuerpo primario y como control positivo se utilizó

espermatozoides nitrados con un bolo de ONOO- 1mM. Los preparados se examinaron

bajo un microscopio confocal LeicaTCS SP8 (Leica Microsystems) usando el láser de

Argon (λ 488 nm) y un diodo azul (λ 405 nm).
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5.7 Medida de la formación de oxidantes por células leucocitarias presentes en la

muestra de semen.

En las muestras de semen, además de las células espermáticas maduras también se

pueden detectar células inmaduras y otros tipos celulares como leucocitos.

Dependiendo de la cantidad presente en la muestra espermática estas últimas pueden

ser una fuente potencial de ROS. La formación de ROS por parte de los leucocitos,

conocido como estallido respiratorio, es uno de los mecanismos de defensa que

desarrollan frente a un patógeno (97). Para asegurarnos que los leucocitos presentes

en la muestra de semen no están contribuyendo a la formación de ROS activamos

(NADPHoxidasa o NOX) el mecanismo de defensa utilizando el péptido sintético

formilmetionil-fenilalanina (fMLP, Sigma-Adrich), el cual es homólogo a los péptidos

originados en la lisis de bacterias (98,99). Evaluamos la formación de ROS utilizando el

sistema de detección por amplex-red. Este compuesto es oxidado por la HRP y

oxidantes como H2O2 generando como producto de la reacción un compuesto

fluorescente, la resorufina (Figura 13).

Figura 13. Oxidación del compuesto  Amplex
Red. La HRP utiliza al Ampelx Red como dador de
electrones durante la reducción del H2O2 a agua.
El producto de esta reacción, la resorufina, es un
compusto fluorescente.

Las muestras de semen se centrifugaron a 400 x g a RT durante 10 min para separar

plasma seminal de células espermáticas. Se continuó con tres lavados sucesivos de 10

min en PBS. Finalmente, 4 x 106 de células por condición experimental se

resuspendieron en medio HAM F10 (126 mM NaCl, 3.8 mM KCl, 1.08 mM NaH2PO4, 0.6

mM MgSO4 7H2O, 0.6 mM KH2PO4, 0.3 mM CaCl2, 6 mM glucosa, 20 mM Hepes, y 6mM
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HCO -). Evaluamos la formación de especies reactivas, en condiciones basales, es decir

en ausencia de activador, con el péptido activador fMLP (50 µM) y en presencia del

inhibidor difenileneiodonio (DPI, inhibidor de NOX, 50 µM Sigma-Aldrich). Todas las

condiciones experimentales se incubaron con Amplex-Red (50 µM, Thermo Scientific) y

HRP (2µg/mL, Sigma-Aldrich). Seguimos la oxidación del Amplex-Red mediante un

lector de fluorescencia en placa (Varioskan) a 37 ºC a una longitud de onda (λ) de

excitación = 540 nm y λ de emisión= 590 nm, durante 1 hora.

Purificamos células leucocitarias del semen para valorar el número de estas células que

producen niveles significativos de ROS. Se prepararon dos soluciones de densidades

diferentes, una de 1.077g/mL y otra de 1.095 g/mL a partir de la solución comercial

OptiPrep (Sigma-Aldrich). El gradiente se generó en un tubo de centrífuga cónico de 15

mL, colocando 4 mL de la solución de mayor densidad seguido del agregado de 4mL de

la solución de menor densidad, teniendo la precaución de que no se mezclen. Sobre

este gradiente armado se agregó la muestra de semen y se centrifugó a 400 x g a RT

por 20 minutos. Colocamos el tubo cónico en posición vertical para extraer la interfase

entre ambos gradientes, donde se localizan principalmente las células leucocitarias.

Una vez realizada la extracción, las células se resuspendieron en medio HAM-F10. Se

realizó el recuento de células leucocitarias extraídas en cámaras de conteo. Se evaluó

la formación de ROS por Amplex Red .

5.8 Desarrollo de un modelo de daño mitocondrial mediante el uso de un agente

oxidante

Para desarrollar el modelo de daño usamos 3-Morpholinosydnonimine hydrochloride

(SIN-1) como fuente de ONOO- (100). Este compuesto a pH fisiológico se descompone

espontáneamente y libera O •‐ y •NO, los que reaccionan y formar ONOO-. La

formación de ONOO se siguió midiendo la oxidación de la sonda DHR-123 como fue

descrita  en el apartado 5.4. Las células espermáticas se incubaron con SIN-1 y se

evaluó la integridad mitocondrial, la vitalidad y motilidad espermática en forma

simultánea a diferentes tiempos de incubación. La integridad mitocondrial se evaluó

con la sonda rodamina, esta sonda es diferente a la DHR-123 utilizada anteriormente,
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ya que esta sonda no necesita oxidarse para emitir fluorescencia. Se trata de una

sonda de naturaleza catiónica  y lipofílica que se emplea comúnmente como

indicador de la funcionalidad mitocondrial, ya que sólo se acumula en mitocondrias

metabólicamente activas cuya potencial de membrana es negativo (101). Por lo tanto,

si se produce un daño en la mitocondria, la RH no permanecerá en la mitocondria

y difunde, en consecuencia la fluorescencia detectada será de menor intensidad.

Además del daño mitocondrial   evaluamos si este modelo genera un impacto

en la motilidad espermática, para ello analizamos cambios en dicho parámetro

mediante el sistema CASA. Se controló la vitalidad espermática para asegurarnos que

el SIN-1 no provoca un efecto tóxico sobre las células que pueda afectar la

motilidad espermática. La vitalidad se evalúo con ioduro de propidio (IP), este

compuesto solamente difunde hacia el interior de la células cuando se desencadena un

proceso de muerte celular evidenciando así un deterioro en la membrana.

Detección de la producción de ONOO- en el modelo de daño

En un placa apta para el lector de fluorescencia se colocó 1000 µL de medio BWW y se

le agregó a 50 µM o 200 µM final del compuesto SIN-1 conjuntamente con la DHR-123

a una concentración de 50 µM final. Se incluyó también un control en ausencia de SIN-

1. Seguimos la oxidación de la DHR-123 por los derivados del ONOO- mediante el lector

de placas a 37 ºC durante 1 hora 40 min, aproximadamente con una λex = 485 nm y

λem= 520 nm

Evaluación del daño mitocondrial y vitalidad espermática mediante citometría de

flujo

Al igual que en los procedimientos anteriores las células espermáticas se lavaron en

PBS y se resuspendieron en medio BWW. Posteriormente se incubó las células con 50

µM y 200 µM de SIN-1. La integridad mitocondrial, la vitalidad y la motilidad

espermática se monitorearon a diferentes tiempo, t=0h, t=1h, t=2h y t=3h

postratamiento con SIN-1. La motilidad espermática se evaluó mediante el sistema

CASA. La integridad mitocondrial se evaluó incubando las muestras con 50 µM de RH

30 min a 37 ºC, como control de daño mitocondrial se utilizó FCCP. La vitalidad se



34

evaluó incubando con IP (1 µM final) durante 5 min a 37 ºC, como control positivo

para la incorporación de IP una alícuota de la muestra se fijó en metanol durante 10

min. Las muestras se analizaron con el citómetro de flujo (FACS Calibur), evaluando

30.000 células por condición experimental. La integridad mitocondrial y la vitalidad se

analizaron utilizando un láser de excitación de λ= 488 nm y un detector de filtro de

banda de 530nm/30nm (FL-2), razón por la cual dichos parámetros se midieron en

alícuotas diferentes. Los datos obtenidos se analizaron con el software Cell Quest.

5.9 Análisis estadístico

El análisis estadístico se realizó en base al paquete estadístico GraphPad Software, Inc.,

(San Diego, CA). Los valores se expresaron como la media ± el error estándar de la

media. La media de cada variable de análisis del semen se comparó con la test t de

Student. La fluorescencia RH en diferentes condiciones se analizó con un test de

varianza (ANOVA de una vía) seguido por prueba de Tukey. Se aplicó la prueba de

correlación de rangos de Spearman para correlacionar el RCR y las variables

espermáticas. Para evaluar el efecto de la concentración de ONOO- sobre la vitalidad y

motilidad espermática se realizó un test de varianza (ANOVA de una vía) seguido de

una prueba de Dunnett´s. Para el efecto del tiempo y la concentración en la motilidad

espermática se usó un test de ANOVA de dos vías seguido del post-test de

Bonferroni´s. Los diferencias se consideraron significativas para un P < 0,05.

5.10 Consideraciones éticas

Los ensayos se ajustaron a las normativas del protocolo de Investigación aprobado por

el Comité de Ética de la Facultad de Medicina (Exp. Nº 071140-001181-12). Para la

elaboración del mismo nos basamos en pautas éticas propuestas en el manual de

“Pautas Éticas Internacionales para la Investigación Biomédica en Seres Humanos” por

el Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS) en

colaboración con la Organización Mundial de la Salud en Ginebra, 2002 {de Ciencias,

2002 #91}. Siguiendo las pautas establecidas en el mencionado manual, previo a la

recolección del material biológico se informó a cada donante sobre el estudio a realizar
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y se les solicitó un consentimiento informado. Destacamos que se conservó el

anonimato del donante mediante el uso de números para cada muestra.
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6.
RESULTADOS

6.1 Características de las muestras
analizadas

En la tabla 2 se detallan la media, la mediana y el rango de la edad de los donantes de

semen. Se describen también los parámetros seminales de la población estudiada:

concentración, motilidad, vitalidad, morfología y los valores de referencia (OMS). Los

valores de los parámetros seminales observados en las muestras abarcaron tanto

valores mayores como menores a los puntos de corte indicados por OMS. Estos

representan indicadores de buen y mal pronóstico de fertilidad respectivamente. El

rango de motilidad progresiva fue desde 0% hasta 95%.

Tabla 2. Edad de los donantes y características de las muestras analizadas junto a valores de

referencia (OMS 2010) n = 130

Parámetros Media ± EEM Mediana Rango Valores de referencia

33.8±0.8 33 1 ---
Edad (años)

Concentración
Espermática (millones/mL)

63.6±4.7 55 0.05-231.9 ≥ 15

Viabilidad (%) 92.1±0.7 93 66-99 ≥ 58

Morfología (% de formas normales) 10.6± 0.8 11 0-19 ≥ 4

Motilidad progresiva rápida (a)(%) 22.7±1.4 22 0-63 ---

Motilidad progresiva (a+b) (%) 59.1±1.8 62 0-95 ≥ 32

Motilidad total (%) (a+b+c) 66.2±1.6 69 0-99 ≥ 40
Nota: EEM (error estándar de la
media)

El estudio morfológico de los espermatozoides realizado mediante microscopía óptica,

también refleja la gran diversidad de muestras estudiadas. Según los criterios estrictos

Kruger-Tygeberg, se considera como normal la cifra de al menos 14 % de

espermatozoides morfológicamente normales, según la OMS en el 2010 este límite

descendió  a 4%. El trabajo incluyó un rango de muestras que fue desde 0 %
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de morfología normal hasta muestras con valores mayores a ambos valores de

referencia (19 % morfología). Se descartaron las muestras con leucocitospermia (>

1.000.000 de leucocitos/mL de semen). El porcentaje de vitalidad espermática de

todas las muestras estuvo siempre por encima de los valores de referencia.

6.2 La motilidad espermática se correlaciona con la disfunción mitocondrial

Las muestras espermáticas se sometieron a los ensayos de consumo de oxígeno ya

descritos. De forma representativa en la figura 14 se muestran dos del total de los

registros obtenidos por oximetría. En estos registros observamos que la muestra con

alto porcentaje de motilidad progresiva (70 % a+b, curva roja) presenta una respiración

basal mayor respecto a la muestra de menor motilidad progresiva (22% a+b, curva en

verde). Luego de la inyección de oligomicina, al inhibir la ATPsintasa, el consumo de O2

en ambas curvas disminuyó. Esta disminución fue más marcada en la muestra de

mayor motilidad. Se prosiguió el registro con la cuidadosa titulación de FCCP,

evidenciando que en la muestra de  motilidad progresiva alta se alcanzó mayor

consumo de O2. Por último, al incorporar AA, (inhibidor del complejo III de la cadena

respiratoria), ambas muestras se comportaron de manera semejante disminuyendo el

consumo de O2 hasta un valor cercano a cero.
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Figura 14. Registro representativo del consumo de oxígeno mitocondrial de

espermatozoides intactos. Muestras con motilidad progresiva alta (a+b 70 %,

curva roja) presentan mejor acople mitocondrial en comparación con muestra

de motilidad progresiva baja (a+b 22%, curva verde). AA: antimicina-A,

Oligo:oligomicina, FCCP Carbonylcyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone.

A partir de  este tipo de  registros podemos calcular el RCR que indica el estado

funcional mitocondrial. En el total de las muestras analizadas se encontró que la media

del RCR fue significativamente mayor en las muestras de motilidad progresiva > al 32%

que en las muestras de motilidad inferior al 32% (Figura 15A). Existe también, una

correlación positiva entre la motilidad progresiva y el RCR (Figura 15B).

A B

Figura 15. Estudio de la función mitocondrial en función de la motilidad progresiva. A) Medias del RCR
para muestras con motilidad progresiva <32% (barra verde) y ≥ al 32% (barra roja). Los datos de se
expresan como la media + error  estándar de la media *p<0.05. B) Correlación entre motilidad
progresiva y el RCR rs=0.3, p=0.002.(n= 130 donantes).
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Se analizó la respiración basal, la cual tuvo menores valores absolutos en las muestras

espermáticas con bajo porcentaje de células motiles (Figura 16). Sin embargo, esto no

se tradujo en diferencias significativas.

Figura 16. Análisis de la respiración basal A) Medias de la respiración

basal. En todos los casos los datos se expresan como la media +

errorestándar de la media con un valor p>0.05.(n=130 donantes).

Los parámetros cinéticos de motilidad también mostraron una correlación positiva con

el RCR (Figura 17).
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Figura 17. Correlación entre la cinética espermática y RCR. A) Velocidad curvilínea (VCL) p=

0.003,rs =0.4, B) velocidad lineal (VSL) p= 0.02,rs =0.26, C) velocidad promedio (VAP) p= 0.003,rs

=0.33 y D) amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) p= 0.02,rs =0.26.

Otros parámetros seminales como morfología y vitalidad también se correlacionaron

positivamente con el RCR (datos no mostrados).

6.3 Las mitocondrias espermáticas aisladas son capaces de producir peroxinitrito

Para mostrar el enriquecimiento de la fracción purificada de mitocondrias de

espermatozoides se midió la actividad SDH en las tres 3 fracciones obtenidas durante la

purificación de las mismas. En los primeros dos pasos de purificación, que resultaron en

los sobrenadantes 1 (S1) y 2 (S2), la actividad específica de la SDH fue de 5.1 ± 0.40 y

3.8 ± 1 µmoles/(min mg). En el paso final de la purificación en el cual se obtuvo la

fracción enriquecida en mitocondrias, la actividad de la SDH alcanzó valores de 13.8 ±

0.47. La actividad entre las diferentes fracciones fue diferente (Figura 18).
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Figura 18. Actividad específica de la SDH en las diferentes fracciones de

purificación de mitocondrias. Se midió la actividad en presencia de succinato (15

mM), cianuro de potasio (2 µM) y DCPIP (20 µM). Los valores se expresan como la

media ± error estándar de la media

(*=p<0.05)

En mitocondrias aisladas se evaluó la formación de ONOO- a través de la oxidación

de DHR-123. Para ello, se expuso a las mitocondrias aisladas al inhibidor de la cadena

respiratoria AA y a un flujo de •NO (NOC-7, dador de •NO) en presencia de sustrato

mitocondrial (succinato). Se utilizaron dos concentraciones diferentes de NOC-7 (10 y

30 µM) para establecer la equimolaridad de los flujos de O •‐ y •NO. En presencia de AA

y succinato se observó una mayor formación de RH en la condición con 30 µM de NOC-

7 (Figura 19). En esta condición la formación de RH fue mayor respecto a las

condiciones de control, realizadas únicamente con AA o AA y succinato (Figura 19).

Para confirmar que la oxidación de DHR-123 es medida por ONOO- se realizó un

control pre-incubando las mitocondrias con metionina, scavenger del ONOO-.

La metionina reacciona con el ONOO- reduciendo los concentración de este oxidante

(Figura19).
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Figura 19. Evidencia de la formación de peroxinitrito en mitocondrias

espermáticas aisladas expuestas a un flujo de •NO. La fracción enriquecida

de mitocondrias (0.7 mg/mL) se incubó con la sonda DHR-123 (50µM).

Valoramos la oxidación de la sonda a RH mediante un lector de fluorescencia

en placa. La fluorescencia de RH se midió en presencia de succinato (6 µM),

AA (2 µM) y NOC-7 (10 y 30 µM). Los datos de cuatro experimentos

independientes y por duplicado se expresan como la media ± error estándar

de la media,* p<0.05.

6.4 La fuente principal de oxidantes in vivo son las mitocondrias de las células

espermáticas.

Luego se estudió la producción de ONOO- en células espermáticas intactas utilizando la

misma estrategia experimental que en la sección anterior. En este caso al ser células

intactas no se requiere del uso de sustratos mitocondriales exógenos. Encontramos

que la mayor formación del oxidante se detectó cuando las células se incubron en

presencia de AA y NOC-7 (30 µM) (Figura 20A). Se encontraron diferencias

significativas respecto a los controles correspondientes: espermatozoides solos o con

células en presencia únicamente de AA o NOC-7 (Figura 20A).

En las muestras espermáticas humanas, otra posible fuente de ROS pueden ser las

células leucocitarias. Para confirmar que las células espermáticas son las responsables
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de la producción de ROS, se analizó la formación de ONOO- en células espermáticas

purificadas por gradiente de densidad, que separan los espermatozoides de otros tipos

celulares. Pudimos demostrar que las muestras de espermatozoides purificados y los

no purificados mantienen los mismos niveles de producción de ONOO-. (Figura 20B).

Figura 20. Evidencia de la formación de peroxinitrito en células espermáticas intactas. Oxidación de

DHR-123 (50 µM) a RH por los radicales derivados del ONOO-. Valoramos la formación de RH luego de

exponer las células espermáticas a AA (2 uM) y NOC-7 (30 µM). A) Seguimos la formación de RH

mediante fluorescencia en placa, los datos se expresan como la media ± error estándar de la media de

las unidades relativas de fluorescencia (URF) medida para 3 experimentos independientes realizados

por duplicado, *p<0.05 y **p< 0.01. B) Valoramos la formación de RH en células espermáticas

purificadas por gradiente por densidad. Los valores se expresan como las medias ± error estándar de la

media de las URF de 3 experimentos independientes y por duplicado, **p<0.005. ***p<0.01

Para localizar la formación de ONOO- en estas condiciones, acompañamos estos

ensayos con la observación de las células espermáticas bajo microscopía confocal

utilizando la misma sonda. La fluorescencia se detectó en la pieza intermedia de los

espermatozoides, región donde se localiza las mitocondrias (Figura 21A). No se

detectó la formación del oxidante en las condiciones de control (Figura 21B, células

en ausencia de AA o NOC-7).
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Figura 21. Localización de peroxinitrito in vivo en espermatozoides. A) Observación de las células

bajo microscopía confocal utilizando el láser de argon (λ = 488 nm) barra de calibración= 10 µm,

recuadro: superposición de la micrografía tomada con el láser de argón y su correspondiente

micrografía de luz trasmitida, barra de calibración= 10 µm. B) Control en el cual las células se

incubaron con DHR-123 y NOC-7, izquierda: micrografía tomada a λ= 488 nm y su correspondiente

micrografía de luz trasmitida.

Utilizamos la citometría de flujo como forma de  evaluar la producción de ONOO -

exclusivamente por los espermatozoides de la muestra, utilizando la misma sonda

DHR123 y las mismas condiciones experimentales. Se observó que el 90% de la

población espermática incubada con AA y NOC-7 muestran mayores niveles de

fluorescencia respecto a los controles (Figura 22A histograma rosado). La

cuantificación reveló que el incremento en los niveles de fluorescencia fue de dos

veces más en relación a los controles (Figura 22B). Bajo microscopía confocal se puede

observar que la florescencia se localiza en la pieza intermedia de la mayoría de los

espermatozoides (Figura 22C).
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Figura 22. Detección de la formación de peroxinitrito mediante citometría de flujo. En todos los casos

la células se incubaron con DHR-123 (50 µM) A) se observan los histogramas de la fluorescencia

obenidos mediante citometría de flujo utilizando el láser de excitación de longitud de onda λ= 488 nm,

los cuales evidencia la distribución de la población celular espermática en función a la formacion de RH

en las condiciones controles (histograma negro y verde) y en los tratados con AA y NOC-7 (30 µM). B)

Cuantificación de lo fluorescencia relativa al control de la formación de RH. Los datos se expresan como

la media ± error estándar de la media de 3 tres experimentos independientes; *p < 0.05. C,a)

Observación in vivo de la formación de RH en células espermáticas bajo microscopía confocal usando el

láser de argón y en C,b) micrografía confocal de luz trasmitida. Barra de calibración = 15 μm.

6.5 Los espermatozoides representan la fuente principal de especies reactivas del

oxígeno.

Para estudiar a la muestra espermática en el estado que representa mejor su contexto

fisiológico, los abordajes experimentales se realizan en muestras espermáticas

separadas únicamente del plasma seminal (lavado). Es decir que en las muestras

estudiadas, además de espermatozoides pueden existir otros tipos celulares como

leucocitos (hasta un millón por mL, ya que se descartaron en este trabajo aquellas

con
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un conteo mayor). Se evaluó la posible formación de ROS, en ausencia y en presencia

de un activador específico de la NADPHoxidasa de leucocitos (fMLP). De esta manera,

se induce la producción de ROS en leucocitos existentes en la muestra. No se encontró

diferencias en la producción de ROS entre la condición control (sin fMLP) y la

estimulada con el fMLP (Figura 23A). Como control de la activación específica de la

NADPHoxidasa se utilizó en conjunto con fMLP un inhibidor de esta enzima (DPI, Figura

23A).

A

B

Figura 23. Estudio de la formación de ROS por los leucocitos. A) Medias de los valores de

fluorescencia de amplex red (50 µM) obtenidos de muestras espermáticas incubadas con

fMLP (50 µM) junto con los controles: en ausencia de fMLP y con fMLP más DPI (50 µM). B)

Medias de los valores de florescencia de amplex red obtenida de leucocitos purificados con

concentración 1 x 106 cel/mL y 3 x 106 cel/mL tratados con el activador, fMLP y los

correspondientes controles. Los datos se expresan como la media ± error estándar de la

media de 3 experimentos independientes realizados por duplicado p > 0.005.

Posteriormente se purificaron y concentraron leucocitos de muestras de semen a 1 x

106 y 3 x 106 células/mL, en ambas poblaciones inducimos la activación de la

NADPHoxidasa con fMLP. En estas condiciones, la muestra de leucocitos con una

mayor concentración mostró una mayor producción de ROS respecto a la de menor

concentración (Figura 23B). Sin embargo las diferencias entre estas dos poblaciones en

estudio no fueron significativas (p > 0.05). De esta forma pudimos realizar un control

de la técnica y corroboramos que la cantidad de leucocitos que se encuentran

presente



47

en las muestras seleccionada para nuestros trabajo (< 1 X 106 células/mL) no son

una fuente relevante de formación de ROS (Figura 23B).

6.6 Muestras con bajo porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva

muestran mayor estrés nitro-oxidativo

Los ensayos de inmunodetección de proteínas nitradas (anti-3-Tyr-NO2), marcador

ampliamente utilizado para evidenciar daño nito-oxidativo, mostraron que las

muestras de baja motilidad presentan mayores niveles de nitración proteica que las

muestras de alta motilidad (Figura 24 A). La cuantificación de las bandas confirman

estos resultados, las muestras de motilidad baja (a+b de 13% y 29%) presentaron

valores de densidad de la banda relativa al control de 45% y 42% respectivamente. Los

valores de densidad cuantificados en las muestras de motilidad alta (a+b 34% y 52%)

fueron de 27% y 29% respectivamente. También se utilizó el marcador 4-HNE para

evidenciar daño oxidativo inducido por lipoperoxidación. En el mismo sentido que la

nitración de proteínas, el análisis con el anticuerpo anti-4-HNE mostró un mayor

número de bandas marcadas y de mayor densidad en muestras de baja motilidad

(Figura 24B). En la muestra de motilidad progresiva baja, a+b 6%, la densidad relativa

al control fue de 39% mientras que los valores de densidad fueron más bajos de 26% y

14% en muestras de motilidad progresiva alta , a+b de 26% y 39%.
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Figura 24. Detección    del daño oxidativo. A) Evidenciamos proteínas nitradas mediante

inmunodetección anti-3-Tyr-NO2 en muestras con diferente motilidad, la albúmina (BSA) nitrada con

un bolo de ONOO- (1Mm) corresponde al control de la técnica. B) Inmunodetección anti-4-HNE para

analizar el daño inducido por lipoperoxidación en muestras con porcentaje de motilidad baja y alta. La

muestra referenciada como Control para ambos marcadores de daño (anti-3-Tyr-NO2 y anti-4-HNE)

corresponde a una muestra nitrada con un bolo de ONOO- (1mM) a partir de la cual se realizó la

cuantificación de densidad de cada muestra, los valores de la cuantificación de las muestras

observadas en el western blot se exponen al final de cada corrida.

6.7 Los mayores niveles de nitración espontánea se detectan en la pieza intermedia y

en la cabeza del espermatozoide

Se realizaron ensayos de inmunolocalización de proteínas nitradas con el anticuerpo

anti-3-Tyr-NO2. Como se evidencia en la figura 25 A y B (motilidad a+b de 80% y 60%

respectivamente) la inmunomarcación con anti-3-Tyr-NO2 se observa en la región de la

cabeza del espermatozoide. En una muestra con menor porcentaje de células motiles

(a+b 56%) la señal se detectó tanto en la cabeza del espermatozoide como en la pieza

intermedia, región donde se localizan las mitocondrias (Figura 25C).
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C D

Figura 25. Inmunolocalización de proteínas nitradas fisiológicamente en células espermáticas. A-B)

Imágenes confocales de muestras espermáticas de motilidad a+b de 60% (A) y 80% (B) incubados el

anticuerpo anti-3-Ty-NO2 (verde, láser de argón, λ=488 nm). Los recuadros internos corresponden a la

superposición de imágenes de luz transmitidas y de fluorescencia marcada con DAPI (UV λ=405 nm). C)

Imagen confocal de una muestra con motilidad a+b de 56% revelada con el marcador anti-3-Tyr-NO2. D)

Control en el cual se omitió el anticuerpo primario. Recuadro interno C y D: imagen de luz trasmitida.

Barras de calibración: 5 µm.

Luego nitramos los espermatozoides con un bolo de ONOO- exógeno donde se detectó

la nitración de proteínas localizadas en la región de la cabeza y también a lo largo del

flagelo (Figura 26). El nivel de nitración de células espermáticas expuesta a un bolo de

ONOO-, como era esperable, fue mayor a la nitración espontánea de la célula (en

condiciones fisiológica) (Figura 26).



50

2

Figura 26. Inmunolocalización de proteínas nitradas en células espermáticas expuestas a un bolo

de peroxinitrito. Inmunofluorescencia confocal de espermatozoides incubados con el anticuerpo

anti-3-Tyr-NO2r (verde, láser de argón, λ=488 nm). Los núcleos se marcaron con una soda

fluorescente DAPI (azul, UV λ=405 nm). E l  recuadro corresponde a la condición control en

ausencia de anticuerpo primario, imagen de luz trasmitida (izquierda) y la composición con la

imagen de fluorescencia (derecha). Barra de calibración: 10 µm.

6.8 Desarrollo de un modelo de daño mitocondrial

Logramos poner a punto un modelo de daño mitocondrial en espermatozoides

humanos. Este modelo nos permitirá estudiar los mecanismos que conllevan al

compromiso de la motilidad espermática producida por la disfunción mitocondrial. Se

utilizó el SIN-1 como fuente de ONOO- el cual a pH = 7 libera O •‐ y •NO. Mediante el

uso de la sonda DHR-123 logramos detectar la formación de ONOO- por el compuesto

SIN-1. Observamos que la formación de ONOO- aumenta en forma exponencial y es

directamente proporcional a la concentración de SIN-1 (50 µM y 200 µM). A su vez en

ausencia de SIN-1, no observamos la formación de RH. Este resultado permite

confirmar que el SIN-1 es capaz de producir ONOO-, oxidante de interés para

desarrollar nuestro modelo experimental de daño mitocondrial (Figura 27).
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Figura 27. Detección de la formación de ONOO- por el compuesto SIN-1. Oxidación
de DHR-123 (50 µM) a RH por los radicales derivados del ONOO- Las curvas
corresponden a las diferentes concentraciones de SIN-1, las cuales se indican a la
derecha de la gráfica.

Evaluamos el  efecto  de  la exposición  a  SIN-1 sobre la vitalidad, la motilidad  y el daño

mitocondrial en espermatozoides. El porcentaje de células  espermáticas  vitales se

mantuvo sin variación en todas las condiciones de experimentales. Al inicio de la

incubación (t = 0 horas) con 50 µM o 200 µM de SIN-1 la vitalidad espermática fue de

54 ± 0.5 % y 57% ± 1.2 % respectivamente manteniéndose igual luego de 3 horas de

incubación (58 ± 1 % y 60 ± 2.5 % para 50 µM y 200 µM respectivamente). Por el

contario la motilidad progresiva de las células espermáticas decayó en función del

tiempo de exposición al SIN-1 y en forma dosis dependiente (figura 28). Luego de 3

horas de incubación con SIN-1 50 µM la motilidad progresiva decayó de un 36% a un

20%. El tratamiento con 200 µM de SIN-1 produjo que la motilidad progresiva de

espermatozoides, decayera de 36% a 0%. En la condición control, células

espermáticas sin tratar con SIN-1, la motilidad progresiva se mantuvo en 36 % a lo

largo del tiempo del experimento.
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Figura 28. Efecto del peroxinitrito sobre la motilidad espermática. Evaluamos
la motilidad para diferente concentración de SIN-1 (0, 50 y 200 µM). Se tomó
una alícuota de la muestra cada hora postratamiento y se evaluó la motilidad
mediante el sistema CASA durante un total de 3 horas.

Con el fin de evaluar el daño mitocondrial en las condiciones experimentales antes

descritas se utilizó la sonda RH y las muestras se analizaron por citrometría de flujo. El

tratamiento con SIN-1 (50 µM) mostró una disminución en la acumulación de RH en

función del tiempo de incubación como se detalla en la tabla 3 y Figura 29,

evidenciando una alteración en la función mitocondrial. El tratamiento con SIN-1 200

µM mostró ser más agresivo y presentó un comportamiento errático (tabla 3).

Tabla 3: Daño mitocondrial mediante la exposicióna SIN-1

Tiempo % RH (50 µM SIN-1) % RH (SIN-1 200 µM)

0 95 93

1 88 66

2 80 65

3 70 100

Una muestra de espermatozoides se incubó con FCCP (desacoplante mitocondrial)

como control de daño mitocondrial. (Figura 29 registro fucsia).
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Control

FCCP
SIN-1 50 uM
SIN-1 200 uM

Figura 29. Efecto del peroxinitrito en la integridad de la mitocondria. Se
observan los histogramas de la población espermática con los diferentes tratamientos a las
3 horas de incubación con SIN-1, en negro la condición control, fucsia el control del daño
mitocondrial con FCCP, en celeste y anaranjado el tratamiento con SIN-1 50 µM y 200 µM
respectivamante. Para el  análisis de la fluorescenia de la sonda RH se utilizó  el láser de
excitación de longitud de onda λ= 488.
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7 DISCUSIÓN

En este trabajo, mediante el uso de oximetría de alta resolución (Oroboros) hemos

logrado analizar la función mitocondrial en espermatozoides  vivos. Este tipo de

análisis, es realizado en un equipo con electrodos de Clark convencionales dispuestos

en cámaras optimizadas que permiten registrar exclusivamente el consumo de la

muestra biológica. Esto se combina con software que permiten analizar con alta

precisión pequeños cambios en el consumo de O2 celular. Esta metodología ha sido

utilizada previamente en  varios tejidos y tipos celulares (102–104), siendo en este

trabajo la primera vez que se emplea en el metabolismo mitocondrial espermático. El

estudio de la actividad mitocondrial en células intactas brinda información más

relevante en cuanto a las condiciones fisiológicas de células y tejidos que en

mitocondrias aisladas. Permite el análisis de la actividad mitocondrial y por lo tanto de

la disfunción del organelo en su propio ambiente fisiológico, expuestas a sustratos e

iones en concentraciones adecuadas a la fisiología celular y en interacción con  el

citoplasma, membrana plasmática y demás organelos celulares (105). Poder evaluar la

función mitocondrial de espermatozoides intactos significó un gran avance porque nos

permitió ahondar en la comprensión de los mecanismos fisiológicos vinculados a la

adquisición de la capacidad fecundante espermática. Además, en un futuro

podría permitir el desarrollo de nuevas técnicas de tratamiento y diagnóstico de la

infertilidad masculina.

Se analizó el estado respiratorio de los espermatozoides utilizando el RCR. En células

intactas, la inhibición con oligomicina representa la fracción del consumo de O2

mitocondrial basal utilizado para la síntesis de ATP. La titulación con FCCP

(desacoplante de la ETC) representa la tasa de respiración máxima. El índice RCR,

obtenido como la relación entre ambos estados luego de sustraer el consumo de O2 no

mitocondrial (inhibición con AA), es un excelente marcador de la función mitocondrial

en las células intactas cuando es medido por respirometría de alta resolución (105).
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Nosotros encontramos que los RCR fueron significativamente más bajos en las

muestras con motilidad progresiva inferior al 32%, muestras que según los criterios de

la OMS se asocian a problemas de fertilidad. Estos resultados coinciden con datos

reportados previamente por Ferramosca y col. en 2007, quienes también evaluaron la

función mitocondrial mediante el consumo de O2 pero en células espermáticas lisadas

(células expuesta a una solución hipotónica) (106). Nuestros ensayos mostraron ser un

método efectivo y altamente reproducible, hecho que se vio reflejado en la cantidad

de muestras analizadas (n=130).

En este trabajo evaluamos la motilidad, que aunque no es el único parámetro que

refleja la función espermática, es uno de los más relevantes ya que la célula debe

recorrer un largo trayecto en el tracto reproductor femenino para lograr el encuentro

con el ovocito y la fecundación in vivo, para lo cual la motilidad no debe estar

comprometida. Gracias al uso del sistema computarizado  CASA pudimos incluir el

estudio cinético del movimiento espermático. Estos parámetros se han convertido en

buenos indicadores de la fertilidad del espermatozoide in vivo (107). También se

correlacionan con altas tasas de fecundación in vitro (108). Todos los parámetros

estudiados, VCL, VSL, VAP y ALH, se correlacionan positivamente con el índice RCR, es

decir que ante la depresión de la función mitocondrial estos parámetros se ven

comprometidos.

Pudimos demostrar que las mitocondrias del espermatozoide humano forman ROS,

que en presencia de RNS pueden llevar a un estrés nitro-oxidativo. El tratamiento de

las mitocondrias espermáticas aisladas, en presencia de sustratos (succinato) y el

agregado del inhibidor del complejo III de la cadena respiratoria (AA) favorecen la

formación de O2
•‐. El O2

•‐ en presencia del flujo exógeno de •NO (NOC-7) en una

reacción mediada por difusión forma ONOO-, detectado por el incremento significativo

en los niveles de fluorescencia de la RH (producto de oxidación de la DHR-123) (Figura

19). Frente al agregado de metionina que neutraliza al ONOO-, los niveles de

fluorescencia de la RH bajan. Los experimentos en mitocondrias aisladas determinaron

el flujo de •NO que permitió la mayor formación de ONOO- medida por la oxidación de

DHR-123.

Esta primera aproximación demuestra que las mitocondrias espermáticas aisladas

tienen el potencial de producir especies nitro-oxidativas. Cuando realizamos el mismo

diseño experimental en espermatozoides intactos (Figura 20) los resultados fueron

similares: se produjo formación de ONOO- en presencia de AA y NOC-7. Estos

resultados coinciden con lo reportado por Koppers & col. (107) quienes evaluaron
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indirectamente la formación de O2
•‐, el cual dismuta por la posible acción de la SOD a

H2O2 y difunde hacia afuera del espermatozoide. En estos experimentos los autores

utilizaron una sonda que se localiza extracelularmente (luminol). Siendo la sonda

extracelular, resulta difícil asegurar que la formación del oxidante proviene

exclusivamente de la mitocondria espermática, ya que la misma puede reaccionar con

oxidantes provenientes de la NADPH-oxidasa o de otras células (110). Nosotros

utilizamos una sonda catiónica y lipofílica (DHR-123) lo que facilita su internalización a

las células. Esto nos permite demostrar que el oxidante se está produciendo

intracelularmente. Como se aprecia en Figura 21, demostramos claramente que las

especies nitro-oxidativas se concentran en la pieza intermedia del espermatozoide,

región donde se localizan las mitocondrias. Esto fue confirmado por la

immunolocalización de anti-3-Tyr-NO2 en el mismo sitio y fundamentalmente en las

muestras de baja motilidad (Figura 25). Complementando estos resultados,

encontramos que cuando se estimuló la NADPH-oxidasa específica de los leucocitos

no se encontró un incremento en la formación de ROS en ausencia de

leucocitospermia. Los estudios con citometría de flujo no solo nos permitieron

cuantificar la cantidad de espermatozoides capaces de producir ROS sino que

contribuyeron a sustentar la hipótesis de que son las células productoras de éstos. Esto

se debe a que en el análisis por citometría de flujo se selecciona exclusivamente la

población correspondiente a los espermatozoides excluyendo del análisis otros

contaminantes.

En conjuntos nuestros datos apoyan el concepto de que las propias mitocondrias

espermáticas son la fuente principal de producción de ROS.
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•‐
Como se describió anteriormente, diversos oxidantes (O2

•‐, H2O2 y •NO) están

involucrados en procesos fisiológicos del espermatozoide (71,74). Sin embargo, la

producción excesiva de oxidantes puede inducir efectos adversos a través de la

oxidación de blancos celulares como: proteínas, lípidos y ácidos nucleicos. Las células

espermáticas son muy vulnerables al ataque de las especies nitro-oxidativas dada su

alto contenido en ácidos grasos poliinsaturados y la carencia de antioxidantes

(111,112). La presencia de residuos de proteínas nitrados evidencian la formación de

ONOO- in vivo. En este trabajo se observó (además de la correlación entre RCR y

parámetros cinéticos espermáticos) que las muestras con alto porcentaje de

espermatozoides con baja motilidad presentan niveles mayores de nitración y de

aductos de 4-HNE (indicadores de lipoperoxidación) que las muestra de alta motilidad.

Es decir, muestras de baja motilidad exhiben un mayor daño nitro-oxidativo.

Un resultado interesante fue que la immunolocalización de la nitración espontanea se

limitó a la pieza intermedia mientras que al exponer a las células a un flujo externo de

ONOO- (Figura 26) observamos que la nitración se extiende a lo largo de todo el

flagelo. Estos datos sugieren que los oxidantes se forman en la mitocondria

espermática y frente a un exceso de ONOO- podrían difundir hacia otros blancos

nitrables de la célula.

Estudios realizados in vitro mostraron que en presencia de ONOO- la motilidad

espermática decae significativamente (113). No se conocen en profundidad los

mecanismos por los cuales el exceso de las ROS podría alterar la motilidad

espermática. Algunas evidencias recientes muestran que en condiciones de estrés

oxidativo se forman aductos de 4-HNE en la cadena pesada de la dineína, esto conduce

a una alteración en funcionalidad de la proteína motora que impulsa la movilidad,

llevando a una alteración en la motilidad espermática (114). El ONOO- puede

reaccionar con los grupos tioles de residuos de cisteína formando el correspondiente

ácido sulfénico el cual es capaz de reaccionar con otro grupo tiol generando un

grupo disulfuro (113). Las proteínas estructurales en el axonema se caracterizan por

contener gran cantidad de grupos tioles, lo cual sugiere que el ONOO- puede afectar la

motilidad a través de un
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daño en el centro regulador del movimiento espermático (113). La nitración de

proteínas en el espermatozoide también puede alterar los patrones de fosforilación y

la desregulación del calcio, ambos procesos fundamentales para la capacitación

(115,116). Finalmente, las propias enzimas mitocondriales de la MMI pueden ser

blanco de estrés nitro-oxidativo aumentando la disfunción mitocondrial en un ciclo

que se perpetúe hasta producir la muerte del espermatozoide.

Tomados en conjunto estos últimos resultados, concluimos que la disfunción

mitocondrial induce la producción excesiva de oxidantes que desencadena un daño

nitro-oxidativo, alterando la motilidad espermática y por lo tanto su capacidad

fecundante.

Las muestras espermáticas humanas se caracterizan por ser muy heterogéneas,

apreciándose subpoblaciones de espermatozoides con características fisiológicas y

bioquímicas diferentes. Esta característica dificulta el estudio de los mecanismos que

subyacen la disfunción mitocondrial. Por lo cual comenzamos a desarrollar un modelo

de daño mitocondrial mediante el uso de oxidantes que homogenice las muestras. En

base a las evidencias observadas decidimos utilizar el ONOO- como oxidante. El

compuesto SIN-1 puede fácilmente ingresar en la célula y generar flujos de O •‐ y •NO

intracelular y así formar ONOO- (117,118). Al exponer las células al SIN-1 observamos

una disminución dosis dependiente en la motilidad. Esto se vio acompañado de la

disminución en el potencial de membrana observada por el descenso en la

fluorescencia de la RH por citometría de flujo. Es importante observar que la vitalidad

espermática no se vio afectada por el tratamiento con el compuesto, aunque la

vitalidad fue un poco más baja (50%) de lo esperado (70%) (119). Estos datos revelan

que el modelo con SIN-1 es eficiente en generar un daño mitocondrial inducido por

ONOO- lo que conlleva a la alteración en la motilidad. Durante el desarrollo del modelo

el grupo del Uribe & col. (2015) reportó la posibilidad de utilizar el daño

producido por oxidantes externos como modelo experimental de daño espermático,

intentando replicar algunas de las posibles condiciones a la que se enfrentan los

espermatozoides de pacientes infértiles (120). Este modelo podrá ser utilizado en el

futuro para probar
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drogas que permitan recuperar la función mitocondrial en muestras con

espermatozoides dañados por ROS.

8 CONCLUSIONES

En el trabajo demostramos que las muestras espermáticas con bajo porcentaje de

células con motilidad progresiva se correlaciona con una menor función mitocondrial.

Además, las células espermáticas son capaces de producir ONOO-, un potente agente

oxidante. Más aun, la nitración proteica y la formación de aductos 4-HNE, que indica la

participación de ONOO-, incrementan en muestras con baja motilidad. Estos resultados

indican que la disfunción mitocondrial presenta una importante asociación con la

motilidad espermática. Esta disfunción mitocondrial se evidencia en el aumento en la

formación de especies oxidantes que llevan a la disminución de la capacidad

fecundante del espermatozoide a través de mecanismos aún no conocidos pero que

incluyen la nitración de proteínas claves en el movimiento espermático y la

lipoperoxidación de lípidos de membrana del espermatozoide.

9 PERSPECTIVAS

Como se planteó en nuestro trabajo, la disfunción mitocondrial induce la producción

excesiva de oxidantes que desencadena un daño nitro-oxidativo. Una estrategia para

evitar el daño por parte de los oxidantes es utilizar antioxidantes que neutralicen los

efectos adversos de los mismos. Hasta ahora el uso de antioxidantes para tratar la

infertilidad masculina ha dado resultados contradictorios y estos no han sido muy

prometedores (121–123). Siendo la mitocondria espermática clave en la formación

patológica de oxidantes, la concentración de drogas antioxidantes en la misma podría

aumentar las posibilidades de interrumpir el proceso de daño espermático.

Recientemente se han desarrollado novedosos antioxidantes conjugados a un catión

lipofílico (trifenilfosfonio) lo cual asegurara la difusión a través de la membrana de las

células y su concentración en la mitocondria (124,125). Resultará interesante utilizar el

modelo de daño mitocondrial desarrollado en el trabajo para probar si el tratamiento

con estos antioxidantes logra prevenir el estrés nitro-oxidativo. De ser así, estaríamos
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demostrando que el restablecimiento de la función mitocondrial tendría efectos

beneficiosos para el tratamiento de la disfunción espermática. La mitocondria puede

transformarse en un blanco valioso para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas

para tratar la infertilidad masculina.
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