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Efecto del estrés caldrico y el estrés oxidativo en la funcion espermatica de los
mamiferos

Espinosa-Cervantes, Roman y Cordova-Izquierdo, Alejandro’

Resumen. Diversos estudios han demostrado una disminucion en la capacidad reproductiva del macho por el estrés
calorico debido a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en los espermatozoides. Por lo que el objetivo
del presente trabajo es mostrar una vision general de los riesgos del ambiente calido, el estrés oxidativo y los mecanismos
por los cuales se presenta una alteracion en la capacidad espermatica en el macho. La mayor parte de las ERO, son
producidas por los espermatozoides y leucocitos seminales. Las ERO causan dafio en la membrana del espermatozoide
(conteniene acidos grasos poliinsaturados PUFAs), disminucion de la motilidad, poca capacidad para fusionarse con
el ovocito y alteracion del ADN espermatico, causando pobre desarrollo embrionario y baja fertilidad. Por lo que la
determinacion de ERO en espermatozoides animales podria ser una herramienta diagndstica a tener en cuenta en la
identificacion de la etiologia de la infertilidad del macho.
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[en] Effect of oxidative and thermal stress on sperm function in mammals

Abstract. Several studies have reported a decrease in the reproductive capacity of the male due to heat stress and its
effect on the production of reactive oxygen species (ROS) in sperm. Therefore, the objective of the present work is to
show a general view of the risks of the warm environment, oxidative stress and the mechanisms by which there are
an alteration in sperm capacity in the male. Sperm and seminal leukocytes produce most ROS. ROS cause damage
to the sperm membrane (containing polyunsaturated fatty acids PUFAs), decreased motility, poor ability to fuse with
the oocyte, and alteration of sperm DNA, causing poor embryonic development and low fertility. Therefore, the
determination of ROS in sperm could be considered an alternative diagnostic tool to identify the etiology of male
infertility.

Key words: sperm, thermal stress, oxidative stress, spermatozoa, ROS, mammalian.

Introduccion masculinas de los mamiferos (Salce-Ortiz et

al. 2015). La exposicion al calor de los ani-

Recientemente, diversos estudios han mos-
trado una disminucion en la capacidad repro-
ductiva de los animales domésticos y de vida
salvaje. Los efectos en la reproduccion son
debidos a condiciones ambientales (calor), con
efectos econdmicos negativos y consecuen-
cias dramaticas en la produccion de alimentos
(Chirault et al. 2015).

La mayor parte de los tejidos, tipos celu-
lares, sefnales metabodlicas y reacciones bio-
quimicas se ven afectados en mayor o menor
medida por el estrés calorico. Sin embargo,
hay algunos tipos celulares especialmente
termo sensibles como las células germinales

males domésticos resulta en un incremento de
la temperatura escrotal en los machos y puede
verse afectada por una diversidad de factores
externos como la postura, la época del afio y la
desregulacion de factores térmicos, los cuales
han sido implicados en la patogénesis y la in-
fertilidad del macho (Nezhad et al. 2013). Por
otra parte, también se han considerado algunas
otras causas que afectan la temperatura escro-
tal como el criptorquidismo, el varicocele y la
fiebre cronica (Palmer et al. 2012).

Aunque los testiculos estan suspendidos por
el escroto fuera del cuerpo en algunas especies
animales (verraco, toro, borrego y humano), la
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espermatogénesis puede verse alterada por la
exposicion a altas temperaturas debilitando la
capacidad del sistema de termorregulacion al
inducir una mayor temperatura en los testicu-
los provocando una disminucion en la calidad
de semen en el cerdo, toro, raton y el humano
(Wechalekar et al., 2010; Nezhad et al. 2013).
Esto es debido en parte a que la mayor parte
de células del testiculo, son células de Sertoli
y que gran parte de ellas se ven alteradas como
resultado del estrés calorico, que resulta dele-
téreo en dichas células. Por lo que la determi-
nacion del numero células de Sertoli mediante
la proteina de union a androgenos, inhibina B,
factor inhibidor de Miilleriano y otros polipép-
tidos que constituyen marcadores de la funcion
de la célula de Sertoli vivas seria un buen cri-
terio de evaluacion del impacto perjudicial del
estrés caldrico en el testiculo (Nezhad et al.
2013).

Estudios recientes han reportado que el es-
trés calorico escrotal induce estrés oxidativo
severo en algunas especies animales lo cual
causa muerte de las células germinales (Li et
al. 2013). El estrés oxidativo puede conducir a
la infertilidad por medio de dos mecanismos:
en primer lugar se produce un dafio en los lipi-
dos y proteinas la membrana del espermatozoi-
de, provocando una reduccion de la motilidad
y de la capacidad de fusionarse con el ovocito
y, en segundo lugar, dafia el DNA del esper-
ma que disminuye el desarrollo embrionario
temprano, aumenta la incidencia de aborto in-
voluntario y reduce la fertilidad en animales
domésticos (Aitken et al. 1998; Aitken y De
Luliis, 2010; Tremellen, 2008).

Con el inicio de la reproduccion asistida
hace aproximadamente un cuarto de siglo,
surgié la necesidad desarrollar técnicas sofis-
ticadas para separar espermatozoides por mo-
tilidad, viabilidad y caracteristicas morfologi-
cas, como piedra angular en la evaluacion de
la fertilidad animal, aunque las tasas de éxito
de estos procedimientos siguen siendo subop-
timas (Paasch et al. 2007). Inicialmente las
técnicas de separacion consistian en un simple
lavado; técnicas de separacion basadas en di-
ferentes principios como migracion, filtracion
o centrifugacion en gradientes de densidad,
para separar espermatozoides funcionales, ca-
paces de moverse y con capacidad de fecun-
dar ovocitos (Vasan, 2011). Sin embargo, estas
técnicas tienen limitaciones que las hacen no
siempre predecir con exactitud la fertilidad.
Las técnicas de analisis seminal necesitan ser

completadas con pruebas funcionales, las cua-
les indirectamente miden la habilidad de que
un espermatozoide esté en buenas condiciones
para fecundar un ovocito. Se ha descrito que
existe una asociacidbn muy importante entre
calidad espermatica y el estrés oxidativo, en
los mamiferos, pero rara vez se piensa en tratar
el estrés oxidativo y dar un tratamiento para
mejorar esta condicion. Recientemente se ha
visto que la seleccion de los espermatozoides
depende de la calidad del eyaculado y esto in-
cluye la determinacion de especies reactivas
de oxigeno (ERO), en los espermatozoides y
en los leucocitos (Henkel and Schill, 2003;
Oborna et al., 2009; Vasan, 2011; Alves et al.
2015). El método de quimioluminiscencia es
la técnica mas comunmente empleada como
una medicion directa de la generacion de ERO
por parte de los espermatozoides. Este ensayo
es capaz de cuantificar ERO tanto intracelula-
res como extracelulares (Kashou et al. 2013).

Por lo que el objetivo del presente traba-
jo es mostrar una vision general de los riesgos
de la temperatura ambiental elevada, el estrés
oxidativo y los mecanismos por los cuales se
produce la infertilidad en el macho.

Efecto de la temperatura en los testiculos

La literatura internacional ha reportado que
la elevacion de la temperatura intratesticular
tiene un efecto adverso sobre la espermato-
génesis, provocando la alteracion de los pa-
rametros espermaticos y la apoptosis (Jung
y Schuppe, 2007). Las causas principales de
esta alteracion son la formacion de ERO que
proveen cambios moleculares en el ADN, pro-
teinas, lipidos y otras moléculas biologicas
que contribuyen a la baja fertilidad en los ani-
males (Shekarriz et al. 1995; Jung y Schuppe,
2007; El-Tohamy, 2012). Investigaciones pre-
vias usando modelos animales, han sugerido
que las alteraciones en las espermatogénesis
debidas a la exposicion de los testiculos a al-
tas temperaturas provocan un incremento en
el metabolismo, causando en el testiculo una
alta demanda de oxigeno. Por lo que el flujo
sanguineo del testiculo sera naturalmente bajo
y por consiguiente causara estrés hipoxico en
las células del parénquima activando el proce-
so de degeneracion testicular (Galil y Setchell,
1988; Setchell, 2006; Ramires et al. 2013). El
estrés calorico en los testiculos de los bovinos
altera él porcentaje de motilidad espermatica
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al largo de las estaciones del afo (39.15+1.98,
41.25+1.79, 33.80+2.06 y 37.30+£2.02, en in-
vierno, primavera, verano y otoflo, respectiva-
mente). Siendo el verano la estacion del afio
con mayor temperatura ambiental y menor
motilidad espermatica (Perumal et al. 2017).
En bovinos (Braford) criados en regiones tro-
picales, los dias calurosos aumentan la tempe-
ratura testicular y pone en riesgo la espermato-
génesis y la calidad seminal. Esto debido a que
las altas temperaturas interfieren con el meta-
bolismo oxidativo de la glucosa en las células
espermaticas como resultado de la disfuncion
mitocondrial y la generacion de ERO (Oliveira
et al. 2014; Hamilton et al. 2016).

En otro estudio se determino la influencia
de la estacion en la obtencion de semen en to-
ros Bos taurus (Simmental) y concluyo que el
estrés calorico del verano afectd los parame-
tros de calidad y esto podria estar relacionado
con la alta peroxidacion de lipidos. También se
ha observado que cuando se obtiene semen de
toros jovenes en verano hay un dafio oxidativo
mas intenso de las proteinas (Balic et al. 2012).
Los aminoacidos contienen puentes disulfuro
y grupos tiol que son sensibles al estrés oxida-
tivo lo que conduce a la escision de la cadena
de proteinas (Jahanian et al. 2014).

En otras especies como en porcino también
se ha demostrado que cuando son expuestos a
estrés caldrico a temperaturas en torno a 42 °C
durante seis horas, se inducen cambios impor-
tantes en la motilidad espermatica, disminu-
yéndola hasta en un 32% (Gong et al. 2017).
En el raton la hipertermia testicular transitoria
también causa muerte de las células germina-
les y demuestra que temperaturas elevadas (40
a 42 °C), provocan estrés y por consecuencia
la induccion de genes asociados con el estrés
oxidativo y la hipoxia (Catriona et al. 2009).

Existen otras causas que afectan la esper-
matogénesis y la calidad espermatica como
son los trastornos clinicos tales como criptor-
quidia y el varicocele que estan implicados
en la fisiopatologia de la espermatogénesis,
mediante la alteracion del flujo de sangre tes-
ticular, la hipertermia y en consecuencia es-
trés oxidativo e hipoxia (Mieusset et al. 1987;
Fretz y Sandlow, 2002). Existen evidencias de
que el calentamiento escrotal activa las res-
puestas del estrés testiculares al igual que en
otros tejidos tales como: (a) la expresion de la
subunidad a del factor inducible por hipoxia 1
(HIF-1a), un factor de transcripcion cuyos ge-
nes diana estan involucrados en la vasodilata-

cion, la angiogénesis y la glicolisis (Shweiki et
al. 1992; Wenger, 2002); (b) el HIF-10 induce
la expresion génica del factor de crecimiento
del endotelial vascular (VEGF), un potente es-
timulador de la angiogénesis y del crecimiento
endotelial (Schweiki et al. 1992; Forsythe et
al. 1996; Paul et al. 2009), actuando a través
de la interaccion con sus respectivos recepto-
res: el dominio de insercion de cinasa (KDR)
y la tirosina cinasa tipo fms 1 (FLT1) (Ferrara,
2004) vy, (c) la activacion de las proteinas de
choque térmico (HSP), que son a su vez regu-
ladas por factores de choque térmico (HSFs)
(Feder y Hofmann, 1999). Las HSPs se des-
criben como chaperoninas con funciones de
proteccion y antiapoptdticas, involucradas en
el proceso de asistencia en el plegamiento co-
rrecto de proteinas mal plegadas por el estrés
oxidativo y la prevencion de su agregacion en
respuesta a la tension térmica y oxidativa. Las
HSP han sido identificadas por inmunofluores-
cencia en la superficie del esperma del raton,
rata, toro, verraco y al parecer son accesibles
para el marcado de las proteinas de la superfi-
cie espermatica con biotina y yodo radiactivo
(Naaby-Hansen y Herr, 2010).

Otro factor que tiene un papel importante
en la regulacion de la temperatura escrotal ha
sido estudiado mediante el efecto de la ener-
gia en la dieta y la raza, en bovinos Angus,
Simmental x Angus y Simmental, o Herford x
Simmental, en donde se ha descrito que la die-
ta puede afectar la termorregulacion escrotal o
testicular mediante la reduccion de la cantidad
de calor que puede ser radiada desde el cuello
del escroto. Diferencias de 0.5 °C, afectan a la
calidad espermatica (Coulte et al. 1988). Ade-
mas, se ha observado que los animales alimen-
tados con dietas moderadas en energia (100%
forraje; 9.110 MJ/kg) tuvieron un 52 % mas de
reservas espermaticas en el epididimo y un 12
% mas de produccion diaria de espermatozoi-
des en comparacion con los toros alimentados
con dietas altas en energia (80% grano + 20%
forraje; 13.064 MJ/kg). También se ha descri-
to que los cruzamientos de Simmental tuvie-
ron mas reservas espermaticas en epididimo
29.9+3.6 que la raza Angus 18.44+2.2 (Coul-
ter et al. 1997). Otro estudio similar realizado
con bovinos Bos indicus y Bos taurus también
muestra que la disminucién de la calidad es-
permatica esta asociada con la temperatura de
la superficie escrotal y la longitud del cuello
escrotal (Brito et al. 2004). Estos mismos auto-
res mencionan que los Bos indicus mostraron
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una reduccion de la temperatura en la superfi-
cie escrotal y por consecuencia mejor calidad
de semen con respecto a la motilidad y la mor-
fologia normal de los espermatozoides.

Algunas de las posibles explicaciones es
que la raza de toros Bos indicus tiene una ar-
teria testicular con mayor longitud en propor-
cion al volumen testicular y un menor espesor
en la pared de la arteria testicular que pueden
ser responsables de un mayor enfriamiento de
sangre arterial en el cordon espermatico com-
parado con el Bos taurus (Brito et al. 2004;
Setchell, 2006; Oliveira et al. 2014).

Las especies reactivas de oxigeno y la
peroxidacion de lipidos de la membrana
plasmatica del espermatozoide

El proceso de lipoperoxidacion (LPO) en los
espermatozoides ocurre durante el proceso de
almacenamiento (congelacion y descongela-
cion) y el estrés caldrico. Durante estos even-
tos se produce estrés oxidativo, que conduce a
la LPO de la membrana de los espermatozoi-
des, resultando en una mayor permeabilidad,
pérdida de la integridad de la membrana y re-
duccion intracelular de enzimas antioxidantes.
Causando una mayor susceptibilidad al dafio
oxidativo (Ross et al. 2010; Kadirvel et al.
2014).

Es conocido que los espermatozoides de los
mamiferos son susceptibles a perder la moti-
lidad debido a los oxidantes endogenos como
una consecuencia de la LPO, que culmina en
la generacion de aldehidos citotoxicos como el
malondialdehido y 4-hidroxinonenal (Aitken
et al. 2012). En un estudio, se observo que los
niveles de aldehidos registrados después de la
adicion de un i6n ferroso a los espermatozoi-
des, estaba altamente correlacionado con la
competencia funcional de estas células, ya que
redujo la motilidad, la viabilidad, la capacidad
de los espermatozoides para una prolongada
supervivencia in vitro y la competencia del es-
perma para fusionarse con el ovocito (Aitken y
Curry, 2011; Aitken et al. 2012).

La susceptibilidad de los espermatozoides
de los rumiantes, al estrés oxidativo es una
consecuencia de la abundancia de acidos gra-
sos poliinsaturados (PUFAs) en la membrana
plasmatica de los espermatozoides, son sensi-
tivos al dafio inducido por el oxigeno media-
do por la LPO y la rapida pérdida de ATP que
conduce al dafio del axonema, principal pie-

za motora del flagelo de los espermatozoides
y por lo tanto la motilidad espermatica se ve
disminuida (Bansal y Bilaspuri, 2010; Hamil-
ton et al. 2016). Los PUFAs le proporcionan
fluidez y flexibilidad a la membrana ayudando
al espermatozoide en el acoplamiento en los
eventos de fusion membranal durante la fecun-
dacion. Desafortunadamente, la presencia de
dobles enlaces en estas moléculas las hace vul-
nerables al ataque de los radicales libres y a la
iniciacion de la cascada de LPO. Dando como
resultado la pérdida de la membrana y la inte-
gridad morfoldgica, dafiando las funciones ce-
lulares y la motilidad espermatica (Bansal and
Bilaspuri, 2010; Bucak et al. 2009; Jahanian
et al. 2014). La vitamina E es un antioxidante
extracelular y es capaz de disminuir los efec-
tos negativos sobre los PUFAs de los esperma-
tozoides de los mamifieros, dicha vitamina es
utilizada como suplemento alimenticio (Aba-
visani et al. 2013).

En algunas especies animales como el
macho cabrio se ha observado que la produc-
cion espermatica disminuye con el estrés ca-
lorico y es atribuido a la interaccion directa
que ejerce el estrés caldrico y las ERO a la
membrana de las células espermaticas. Lo
cual resulta en el deterioro de la fluidez, la
permeabilidad de la membrana y el dafio de
las células germinales y los espermatozoides
maduros (El-Tohamy et al. 2012a). Kadirvel
et al. (2014), estudiaron la actividad enzima-
tica antioxidante y su relacion con la LPO
en semen de Bufalo (Bubalus bubalis), los
resultados mostraron una disminucién en la
actividad de la super oxido dismutasa (SOD),
Glutation peroxidasa (GSHPx) y glutation
(GSH). Estas enzimas forman parte del sis-
tema antioxidante de la célula, y reaccionan
contra los hidroperoxidos contribuyendo a la
proteccion de los espermatozoides del daio
oxidativo. La actividad de estas enzimas tuvo
fuerte asociacidon con motilidad, integridad de
la membrana y una correlaciéon negativa con
las ERO y la LPO.

Se sabe que la albumina sérica bovina
(BSA) puede sustituir a la yema de huevo en
el diluyente del semen de carnero, para elimi-
nar los radicales libres generados por el estrés
oxidativo y protegiendo asi la integridad de la
membrana de los espermatozoides del choque
térmico durante la congelacion-descongela-
cion del semen canino. Los carotenoides como
beta-caroteno y licopeno también son compo-
nentes importantes de la defensa antioxidante
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contra la peroxidacion de lipidos de los esper-
matozoides de la rata (Uysal y Bucak, 2007).

Para prevenir la LPO en los espermato-
zoides como consecuencia del estrés calori-
co, se debe hacer un esfuerzo para desarrollar
combinaciones Optimas de antioxidantes en la
alimentacion de los animales que refuercen
la defensa antioxidante, y asi prevenir la ex-
cesiva generacion de ERO en los espermato-
zoides que esta principalmente inducida por
diversos factores como: el desacoplamiento de
la fosforilacion oxidativa en la mitocondria, el
ciclo Redox de los xenobioticos y la excesi-
va actividad de NADPH oxidasa. Ademas las
deficiencias de la dieta, la edad o los factores
genéticos son factores predisponentes (Aitken
et al. 1998).

Papel fisiologico de las especies reactivas
de oxigeno en el sistema reproductivo del
macho

Las ERO presentan efectos benéficos y daii-
nos en la funcion espermatica, dependiendo de
la naturaleza, la concentracion, localizacion y
el tiempo de exposicion (Chandra et al. 2012).
Durante su camino por el epididimo el esper-
matozoide adquiere la habilidad de moverse
progresivamente. Sin embargo, ellos adquie-
ren la habilidad para fecundar, en el tracto de la
hembra a través de una serie de cambios fisio-
logicos conocidos como “capacitacion”, que
comprende cambios en la membrana plasmati-
ca de los espermatozoides necesarios para que
se fusione con €l ovocito. Durante este proce-
so, los niveles de calcio intracelular, las ERO
y la tirosina cinasa aumentan, dando lugar a un
aumento de Monofosfato de Adenosina ciclico
(AMPc). El aumento de AMPc facilita la hipe-
ractivacion de los espermatozoides condicion
por la cual son altamente moviles (Aitken,
1995). En condiciones fisiologicas, los esper-
matozoides producen pequefias concentracio-
nes de ERO, las cuales son necesarias para la
capacitacion y la reaccion acrosomal, hiperac-
tivacion, motilidad y fertilizacion (Agarwal et
al. 2004; Agarwal y Sekhon, 2010).

En un estudio se reportdé que co-incubando
espermatozoides con bajas concentraciones de
H,0, (peréxido de hidrogeno), se estimul6 la
capacitacion espermatica, la hiperactivacion y
la fusidn con el ovocito (Griveau et al. 1994).
Estos autores confirmaron lo anterior con la
adicion de catalasa al inicio del proceso de ca-

pacitacion y reportaron la disminucion de hi-
peractivacion e induccion de la reaccion acro-
somal normal. De acuerdo con otro estudio, el
anion superoxido y la generacion de oxido ni-
trico durante la capacitacion de los espemato-
zoides también toman parte en estos procesos
(Francavilla et al. 2000). Ademas, la bajas con-
centraciones de peroxido de hidrégeno causa
fosforilacion de tirosina, (este efecto parece
ser general en todas las especies de mamife-
ros incluyendo al hombre), la cual resulta en
la union de las proteinas de la membrana del
espermatozoide con las glicoproteinas ZP-3 en
la zona pelucida y posteriormente la fusion del
espermatozoide con el ovocito (Aitken et al.
1995; Makker et al. 2009).

Los embriones producidos por fecundacion
de ovocitos de la raza Brahman con semen de
Angus fueron mas resistentes a choque térmico
que los embriones producidos por fecundacion
de los ovocitos de Holstein con semen Angus
(Block et al. 2002). En el mismo experimento,
no hubo diferencias en la termotolerancia de
embriones de Brahman x Holstein y Angus x
Holstein. Una explicacion para este fendomeno
es que los transcritos acumulados en el ovoci-
to son los responsables de la termotolerancia
y que las diferencias en la expresion génica es
probable que ocurran en las primeras etapas
del desarrollo (Hansen, 2013).

Ademas, las ERO también juegan un papel
importante en la compactacion de la cromatina
espermatica durante la maduracion del esper-
matozoide a lo largo del epididimo, formando-
se puentes disulfuro que le otorgan al nucleo
espermatico una estructura altamente compac-
ta. Esta proteina lleva un extremo N-terminal
como sefal tnica de localizacion nuclear, lo
que le permite desempefiar un doble papel, fa-
cilitar condensacion espermatica de la croma-
tina y al mismo tiempo proporcionar protec-
cion al ADN contra el dafio oxidativo (Pfeifer
et al. 2001; Aitken et al. 2012).

Fuentes de especies reactivas de oxigeno en
el semen

Las fuentes principales de ERO en los esper-
matozoides son: células germinales inma-
duras, las que presentan alguna anormalidad
morfologica, células epiteliales, espermatozoi-
des con residuos citoplasmaticos y las produ-
cidas por contaminaciones con leucocitos (leu-
cocitoespermia >10° leucocitos/ml de semen),
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particularmente neutrofilos y macrofagos (Ja-
hanian et al. 2014). Los leucocitos activados
son una fuente muy importante de ERO. Fisio-
légicamente producen hasta 1000 veces mas
ERO que los mismos espermatozoides, debido
a la necesidad fisiologica de liberar grandes
cantidades de superdxido para el ataque de
patdgenos, lo que desencadena una gran toxi-
cidad hacia los espermatozoides (Ford, 2004;
Henkel, 2011). Ademas, existe una correlacion
positiva entre la produccion de ERO vy citoci-
nas proinflamatorias en el plasma seminal, ta-
les como Interleucina IL-, IL-8 y Factor de ne-
crosis tumoral-o (TNF-a)) (Tremellen, 2008).

Otra fuente principal de ERO es la reduc-
cion de oxigeno por el sistema Redox (reaccio-
nes de reduccion y oxidacion), de la membrana
plasmatica, destinado a reducir el potencial de
transporte a través de la membrana plasmatica
de la célula (de Grey, 2003). La generacion de
ERO por los espermatozoides ocurre mediante
dos vias: i.) el sistema Nicotinamida Adenina
Dinucleotido Fosfato (NADPH)-oxidasa, a ni-
vel de la membrana plasmatica de los esper-
matozoides, que genera anién superoxido y,
ii.) la oxido-reductasa NADPH-dependiente a
nivel mitocondrial (Makker et al. 2009).

El analisis de semen es un componente
esencial en la fertilidad del macho. Para su es-
tudio existen técnicas: manuales, automaticas
y asistidas por computadora (sistema CASA
para andlisis de esperma automatico). Una
parte inherente dentro de estos estudios es la
determinacion de leucocitos mediante Espec-
troscopia de Resonancia Paramagnética Elec-
tronica que puede detectar concentraciones su-
peroxido generadas hasta por 2000 leucocitos
activados/ml. Ademas, existen otros métodos
de deteccion de ERO por luminiscencia e in-
munocitoquimica (Ford, 2004). También, los
leucocitos puedes ser removidos de la muestra
espermatica usando perlas de magnéticas recu-
biertas con anticuerpos contra el antigeno leu-
cocitario comun CD45, frecuentemente com-
binado con anti-CD15 para una mayor eficacia
contra neutréfilos y monocitos (Richer y Ford,
2001; Ford, 2004).

Estrés oxidativo en espermatozoides

La gran paradoja de la respiracion aerobica
es que el oxigeno, es esencial para la produc-
cion de energia en muchos tipos de células in-
cluyendo los gametos. Sin embargo, también

es dafiino debido a que produce ERO, en los
espermatozoides cuando son manipulados en
condiciones in vitro durante las técnicas de
reproduccion asistida, estas células corren el
riesgo de generar y ser expuestas a altos nive-
les de ERO (Du Plessis et al. 2008).

En investigaciones anteriores, no habia
pruebas de que el sexado de espermatozoides
tenia cualidades de hiperactivacion, una ca-
racteristica de la capacitacion que podria pro-
mover la fecundacion del ovocito. Ademas, en
ese mismo estudio, se demostro de que la mo-
tilidad espermatica del semen de la raza cebtl
(Bos indicus) tuvo un efecto negativo menor
por el proceso de sexado en comparacion con
el semen sexado de toros Bos taurus (Lopez et
al. 2015).

Durante el proceso de sexado de esperma-
tozoides con citometria de flujo se provoca un
estrés en los espermatozoides que causa un au-
mento en la peroxidacion de lipidos de la mem-
brana. La defensa natural contra la oxidacion
proporcionada por plasma seminal se pierde
por la alta dilucidén que hay que realizar duran-
te la clasificacion. Esto puede ser mas evidente
cuando los espermatozoides son procesados
para su almacenamiento en nitrégeno liquido
que aumenta la peroxidacion de lipidos de la
membrana. La manipulacion de espermatozoi-
des como el enfriamiento, preservacion liquida
a largo plazo y su congelacion causan dafios en
la estructura y a fisiologia y por consecuencia
la LPO (Castro et al. 2016; Hu et al. 2016).
Una de las principales razones en la reduccion
de la supervivencia de los espermatozoides es
la presencia de ERO. Las ERO son conocidas
por causar una disminucion de la motilidad e
inducir pre- capacitacion, asi como dafiar al
sistema de membrana por oxidacion de los li-
pidos, especialmente cuando el contenido de
plasma seminal se reduce después de extensa
de dilucion y lavado de los espermatozoides.
Varios pasos en el proceso de clasificacion de
los espermatozoides llevan a la produccion de
las ERO, pero su efecto negativo sobre la pe-
roxidacion de lipidos se puede minimizar por
la suplementacion de medio con sustancias an-
tioxidantes como con el pretratamiento esper-
matico con glutation (GSH) que mantiene la
viabilidad y la fertilidad al reducir la apoptosis
mejorando el desarrollo embrionario (Espino-
say Cordova, 2013; Hu et al. 2016).

La espermatogénesis es un proceso suma-
mente activo, capaz de generar aproximada-
mente 1.000 espermatozoides por segundo.
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Las altas tasas de division celular inherente a
este proceso implican correspondientemente
altas tasas de consumo de oxigeno mitocon-
drial por el epitelio germinal. Sin embargo, la
vascularizacion de los testiculos es reducida lo
que provoca que la concentracion de oxigeno
en este tejido sea baja. Por lo que la baja con-
centracion de oxigeno que caracteriza a este
tejido, podria ser un componente importante
del mecanismo por el cual el testiculo se prote-
ge de los dafios que causan los radicales libres
(Aitken and Roman, 2008).

Estudios previos han demostrado que las
células espermaticas tienen menor frecuencia
de mutaciones en comparacion con las células
somaticas. Sin embargo, las células germina-
les estan continuamente afectadas de forma
negativa por factores enddgenos y exogenos
como las ERO afectando al ADN (Celino et
al. 2011). También, se menciona que los esper-
matozoides son altamente sensibles a dafios
inducidos por las ERO, mientras que las esper-
matogonias son consideradas como tolerantes
a las ERO. Se ha descrito que cuando se expo-
nen ratones a estrés caldrico leve puede pro-
vocar estrés oxidativo, con un gran numero de
células germinales apoptdticas, mientras que
en las espermatogonias la apoptosis es poco
frecuente (Paul et al. 2009).

Efecto de las especies reactivas de oxigeno
en la motilidad espermatica

La patologia que subyace detras de la capaci-
dad de las ERO para reducir la motilidad del
esperma fue informada por Jones et al. (1979),
¢l menciona que las ERO inducen peroxida-
cion de la membrana de esperma, disminuyen-
do la flexibilidad y por lo tanto el movimiento
de la cola. La membrana del esperma es vul-
nerable a este tipo de dafio, ya que contienen
grandes cantidades de acidos grasos insatura-
dos. Las ERO danan directamente a las mito-
condrias, disminuyendo la energia disponible
e impidiendo la movilidad del espermatozoide.
Por cualquier mecanismo, el estrés oxidativo
afecta la motilidad del esperma y como resul-
tado una menor cantidad de esperma alcanza-
ran el ovocito para la fecundacion (Kao et al.
2008; Tremellen, 2008).

El vinculo entre las ERO y su efecto so-
bre la motilidad espermatica es debido a una
cascada de eventos que resultan en una dismi-
nucion en la fosforilacion de las proteinas del

axonema y por consecuencia la inmoviliza-
cion del espermatozoide, ambos procesos es-
tan asociados con la reduccion en la fluidez de
membrana (El-Tohamy, 2012). Otra hipotesis
es que el H O, puede difundirse a través de las
membranas en las células e inhibir la activi-
dad de algunas enzimas tales como la glucosa-
6-fosfato-deshidrogenasa (G6PD). Esta enzi-
ma controla la velocidad de flujo de la glucosa
a través de la via hexosa monofosfato que a
su vez, controla la disponibilidad intracelular
de fosfato de dinucleotido de nicotinamida y
adenina (NADPH). Esto a su vez es utiliza-
do como una fuente de electrones por los es-
permatozoides para la generacion de la ERO
por un sistema de enzima conocida como la
NADPH oxidasa (Aitken, 1997). La inhibicion
de la GO6PD conduce a una disminucion en la
disponibilidad de NADPH y una acumulacién
concomitante de glutation oxidado y glutation
reducido. Esto puede reducir las defensas an-
tioxidantes de los espermatozoides y aumentar
la peroxidacion de los fosfolipidos de la mem-
brana (El-Tohamy, 2012).

En algunos estudios se ha propuesto que las
ERO afectan negativamente la funcion esper-
matica, tanto in vivo como in vitro. Como es
el caso de las técnicas de preparacion de es-
permas para las tecnologias de reproduccion
asistida (TRA), son causas potenciales para la
produccion de ERO. Algunos estudios han re-
lacionado la concentracion de H,O, exdgeno
con los parametros de motilidad espermatica
de los niveles de las ERO y de 6xido nitrico
(NO) para reiterar la importancia de reducir
al minimo los niveles de ERO en TRA. Los
resultados mostraron que el H O, afecto los
parametros del esperma. E1 H,O, fue perjudi-
cial para la motilidad y resulté en un aumento
significativo en la generacion de ERO y los ni-
veles de NO. Ademas, se observo un aumento
significativo en células estaticas. Aunque este
experimento demostrd la necesidad de reducir
los niveles de ERO exdgeno durante TRA, no
ilustran la relacion causa-efecto de las ERO
intracelulares y los niveles de NO con la moti-
lidad de los espermatozoides. Por lo que es de
vital importancia realizar investigaciones adi-
cionales para definir un nivel patologico de las
ERO (Du Plessis et al. 2010).

Para confirmar los efectos negativos de las
ERO en la motilidad espermatica en Brasil,
se llevo a cabo un estudio bajo condiciones
tropicales con toros Bradford (5/8 Hereford
x 3/8 Nelore), en donde se evalu6 el efecto
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estacional del medio ambiente en la calidad
espermatica de los sementales. Este estudio
mostré que el gradiente de temperatura (0,9
°C), tuvo una correlacion positiva entre moti-
lidad y vigor (espermatico), con valores 0,36
y 0,35 respectivamente. Mientras que el pro-
medio de motilidad masal fue de (2,58) y una
motilidad de (52,64 %) y un vigor de (2,7)
del semen disminuyo en el verano cuando fue
comparado con otras estaciones (Oliveira et
al. 2014). En otro estudio Coulther (1988),
reporto una motilidad espermatica del 42 %
y a un gradiente de temperatura de 2 a 4 °C.
Fuerst-Waltl et al. (2006), también reportan
en toros Simmental australianos un prome-
dio de motilidad espermatica de 66,6% y un
vigor de 2,93 después de tres colecciones de
semen, las cuales corresponden a el periodo
de maduracion espermatica en el epididimo.
En las regiones con valores altos de indice de
temperatura y humedad, los testiculos tienden
a estar mas afectados, debido a los largos pe-
riodos de tiempo que pasan los animales du-
rante el dia. Las altas temperaturas provocan
dificultad para disipar el calor corporal duran-
te la noche.

El uso de modelos experimentales que ajus-
tan la radiacion y la velocidad del viento son
fundamentales para gestionar la mitigacion
ambiental y proteger a los animales, garanti-
zando el confort térmico (Mader et al. 2010).

Daiio del ADN por las especies reactivas de
oxigeno

Los radicales libres tienen la capacidad
de danar directamente el ADN del esper-
ma al atacar las bases puricas y pirimidi-
cas y el esqueleto de la desoxirribosa. Nor-
malmente, el ADN del esperma esta es-
trechamente empaquetado por protaminas
que lo protegen del ataque de los radicales li-
bres. Sin embargo, los machos infértiles a me-
nudo muestran deficiencias de protaminacion,
dejando el ADN del esperma particularmente
vulnerable al ataque de las ERO (Oliva, 20006).
Alternativamente, los radicales libres pueden
iniciar la apoptosis dentro del esperma, que
conduce a la degradacion enzimatica del ADN
mediado por las caspasas (Tabla 1) (Kao et al.
2008).

Tabla 1. Algunos de los dafios a los espermatozoides provocados por las ERO.

Especies Alteracién Autor
Toro Disfuncién mitocondrial. Oliveira et al. (2014)
Carnero Fragmentacion del ADN. Salces-Ortiz et al. (2015)
Macho cabrio Lipoperoxidacion. El-Tohamy et al. (2012)

Biifalo relacion con la LPO.

Disminucion de la capacidad antioxidante y su

Kadirvel et al. (2014)

Nelore (Bos

indicus) ERO.

Mas resistencia al calor y menos produccién de

Nichi et al. (2006)

Brahaman (Bos
indicus)

durante el proceso de sexado.

Efecto negativo en la mortalidad espermatica

Loépez et al. (2015)

Existen dos factores por los cuales el ma-
terial genético esta protegido del dafio oxi-
dativo: empaquetamiento muy caracteristico
del ADN, y los antioxidantes presentes en
el plasma seminal. Los antioxidantes se cla-
sifican en enzimaticos y no enzimaticos. Su
mecanismo de accion es mediante la depen-
dencia de iones y metales (Cu, Mn, Se y Zn)
como el superoxido dismutasa (SOD), catala-
sa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y gluta-
tion reductasa (GR), mientas que el control no

enzimatico incluye a los antioxidantes como
el glutation, acido ascorbico y acido urico, asi
como compuestos hidrosolubles y la vitami-
na E y los carotenos como liposolubles. El
mecanismo de los antioxidantes se clasifica
en tres vias; defensas primarias (previenen
la formacion de radicales libres), defensas
secundarias (inactivan o barren los radicales
libres) y defensas terciarias (reparan el dafio
oxidativo en el ADN) (Gutteridge y Michell,
1999; Perumal, 2014).
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Estudios en los que los espermatozoides fue-
ron expuestos a ERO artificialmente, resulto en
un aumento significativo de dafio al ADN, cau-
sando modificaciones a las bases, produciendo
deleciones, cambios en el marco de lectura y reor-
denamientos cromosomicos. El estrés oxidativo
también se ha correlacionado con alta frecuencia
de rompimientos de las cadenas dobles y sencillas
del ADN (El-Tohamy, 2012).

La confirmacion de la relacion entre el estrés
oxidativo y el dafio al ADN de los espermatozoi-
des se ha realizado mediante diversas técnicas
como; marcaje de los cortes finales con dUTP me-
diado por la deoxinucleotidil transferasa terminal
(TUNEL), ensayo de la estructura de la cromatina
espermatica (SCSA) y determinacion de subpro-
ductos de la oxidacion del ADN, 8-hidroxideoxi-
guanosina (8-OHdG), (Tremellen, 2008).

En un trabajo reciente se ha observado
que la fragmentacion del ADN del esperma
de carnero aumenta a una temperatura de 30
°C y a un indice de temperatura-humedad >
22, en algunas etapas de la espermatogénesis
en los animales que llevan el genotipo GG,
de la -660G/C SNP (polimorfismo de un solo nu-
cleotido) (Rs397514116). Como el genotipo GG
s Da sido asociado con niveles bajos de expre-
sion las proteinas de choque calorico HSP9OAA1
en condiciones de estrés calorico, se ha sugerido
que cantidades subdptimas de ARNm de HS-
P90AAL1 provocan en el ADN de estos animales
mayor susceptibilidad a ser fragmentado (Salces-
Ortiz et al. 2015).

La evaluacion anticipada del estrés oxidativo
y el dafio del ADN espermatico haria una contri-
bucion solida al perfil de analisis seminal estandar
y se convertiria en herramientas diagnosticas para
la evaluacion de la infertilidad del macho, espe-
cialmente de origen idiopatico, que deben tenerse
en cuenta durante el estudio andrologico.
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