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RESUMEN.

La diabetes es una enfermedad comun en el mundo, actualmente 246 millones de
gente tienen diabetes y se calcula que este nimero aumentara a mas de 300 millones
en el ano 2025. El sistema reproductivo no escapa a las complicaciones de esta
enfermedad. La disfuncién sexual es un factor predominante la cual incluye una falla
o disminuciéon de la libido, alteraciones en el coito y eyaculacion retrégrada. Las
caracteristicas de la molécula de DNA del espermatozoide determinan la capacidad
reproductora del varén, por lo que la fertilidad del hombre puede verse disminuida
cuando el DNA se fragmenta. A pesar de que hay informacién relacionada con el
efecto de la glucosa sobre el DNA, no hay reportes relacionados con el efecto de la
hiperglucemia sobre el DNA en el proceso de maduracién espermatica.

Este trabajo fue diseflado para estudiar 7z vitro, el efecto de las poliaminas espermina,
espermidina y putrescina (10 mM), sobre el DNA espermatico en condiciones de
hiperglucemia. Para esto, el DNA de espermatozoides obtenidos de la cabeza, cuerpo
y cola del epididimo de borrego fue aislado y purificado, posteriormente fue
incubado a 35°C, durante 30 6 180 dias en presencia de glucosa fisiologica de 5.5 mM
y una de 30 mM simulando una condicién de hiperglucemia. El efecto de las
poliaminas fue estudiado por electroforesis en gel de agarosa y por espectroscopia

ultravioleta (UV).

En las condiciones de este estudio la fragmentacion fue parcialmente inhibida por las
poliaminas, particularmente por la espermina y la espermidina, en menor grado por la
putrescina, siendo la espermina la que mostré el mejor efecto protector del DNA,
pero sin lograr evitar totalmente la fragmentacién. El efecto protector puede estar
relacionado con sus propiedades policationicas al contener un mayor numero de
grupos amino. Esta observacion puede explicar, parcialmente, los requerimientos tan
elevados de poliaminas en el semen, particularmente de espermina cuyas
concentraciones se reportan de 5a 15 mM en el semen humano.

Finalmente, consideramos que los resultados de este estudio contribuyen al
entendimiento del papel que las poliaminas espermina, espermidina y putrescina
juegan en la fisiologfa reproductiva en condiciones normales y como estas pequefias
moléculas pueden contribuir a prevenir el dafio al DNA espermatico en condiciones

de hiperglucemia.



ABSTRACT.

Diabetes is a common disease in the world, 246 million people currently have
diabetes and this number is estimated to increase to over 300 million in 2025. Long
term complications include sexual dysfunction. Sexual dysfunction is a predominant
tactor which includes a failure or decreased libido, impaired sexual intercourse and
retrograde ejaculation. On the other hand, even though the effect of hyperglycemia
on the DNA structure is known, the effect of polyamines on spermatic DNA and
hyperglycemia remain unknown.

This study was designed to evaluate the 7z vitro effect of the polyamines spermine,
spermidine and putrescine (10 mM) on sperm DNA in hyperglycemic conditions. For
this, the DNA was isolated and purified from sperm cells obtained from the head,
body and tail of ram epididymis. Then DNA was incubated at 35 ° C for 30 or 180
days in the presence of 55 mM or 30 mM glucose simulating hyperglycemic
condition. The effect of polyamines was analyzed by agarose gel electrophoresis and
ultraviolet spectroscopy (UV).

Under the conditions of this study, the fragmentation was partially inhibited by
polyamines, particularly spermine and spermidine, to a lesser extent by putrescine.
Spermine showed the best protective effect on DNA. The protective effect may be
related to properties of polycation to contain a greater number of amino groups. This
observation may partly explain such high requirements of polyamines in the semen,
particularly spermine whose concentrations are reported from 5 to 15 mM in human
semen.

In conclusion, this study contribute to understanding the role that polyamines
spermine, spermidine and putrescine play in the reproductive physiology in normal
conditions and how these small molecules can help prevent sperm DNA damage in
hyperglycemic conditions.



1. INTRODUCCION.

La diabetes mellitus es una enfermedad comin en el mundo, actualmente 246 millones de gente
a nivel mundial tienen diabetes mellitus y se calcula que este nUmero aumentara a mas de 300
millones en el afio 2025 [1]. Esta enfermedad se caracteriza por resistencia a la insulina, causada
por una defectuosa secrecion de insulina inducida por la glucosa, contribuyendo a un desajuste
en la accion de insulina, que contribuye a un deterioro progresivo en la funcion de los islotes de
Langerhans, que posteriormente se extiende a varios drganos y tejidos. EI orden en que los
efectos se manifiestan son: primero en el 0jo, después en el rifién y finalmente en la circulacion

de miembros inferiores.

El sistema reproductivo no escapa a las complicaciones de la diabetes mellitus. Varias
anormalidades reproductivas se asocian a esta patologia, tanto en el hombre como en la mujer
[2]. Las alteraciones sexuales més importantes observadas en el hombre como consecuencia de
la diabetes mellitus son: Dafio del epitelio germinal, dafio de los conductos seminiferos,
adelgazamiento de la membrana basal, hiperplasia del tejido intersticial, calcificacion de los
conductos deferentes y disminucion de la sintesis de andrdgenos y gonadotropinas. La
disfuncion sexual es un factor predominante en la diabetes mellitus, la cual incluye una falla o
disminucion de la libido, alteraciones en el coito y eyaculacion retrograda. Las caracteristicas de
la molécula de DNA del espermatozoide determinan la capacidad reproductora del varén, por lo

que la fertilidad del hombre puede verse disminuida cuando el DNA se fragmenta [3, 4] .



2. GENERALIDADES.

2.1 Caracteristicas generales del aparato reproductor masculino

El desarrollo de los espermatozoides tiene lugar en el epitelio de los tubos
seminiferos del testiculo. Cada espermatozoide tarda aproximadamente 64 dias en
alcanzar su desarrollo a partir de una célula madre, en un proceso caracterizado por
tres divisiones mitéticas y por lo menos de dos divisiones meibticas. Las células
menos diferenciadas de la familia espermatogénica son las espermatogonias, se trata
de células diploides, es decir, con dos ejemplares de cada cromosoma y estan situadas
cerca de la base del tubulo seminifero. Antes de llegar a la fase de espermatocitos
primarios, se dividen activamente mediante mitosis. Los espermatocitos
experimentan dos meiosis sucesivas, al final de las cuales, los espermatocitos
secundarios dan origen a dos espermatides redondas, células haploides, que al igual
que los espermatozoides tienen cromosomas en un solo ejemplar. Esta reduccion del
material genético es necesaria para que, en la fecundacion, el genoma del hombre y el
de la mujer se unan y formen el genoma del futuro embrion [5].

Los cambios que a continuacién presenta la espermatide redonda para convertirse en
espermatozoide parecen tener como objetivo esencial el dotar al gameto masculino
de la capacidad necesaria para llegar al 6vulo, penetrar en sus capas protectoras y
fusionarse con él. La célula se afina, hace aparecer un eje antero-posterior
(espermatide «alargada») y se desarrolla un flagelo, una especie de hélice que le servira
para sus desplazamientos. Se forma también una vesicula secretora llamada acrosoma
(Figura 1), que contiene enzimas hidroliticas, las cuales utilizara para penetrar las
capas celulares y acelulares que rodean el évulo en el momento de la fecundacion.
Finalmente, tienen lugar modificaciones importantes en la composicion de las
proteinas del nucleo [6, 7]. Los acidos ribonucleicos mensajeros (mRNAs), que
transcriben los mensajes del DNA para realizar todos estos cambios, son sintetizados
en abundancia hasta la fase de espermatide redonda, pero no después.
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Figura 1. Espermatozoide unido a la zona pelicida de un ovocito.

Algunas especies de mRNA solamente se traducen en proteinas durante el desarrollo
de las espermatides alargadas, cuando la trascripciéon ya se ha detenido. Ocurre que,
aun cuando el proceso de espermatogénesis queda perturbado hasta el punto de
provocar azoospermia, hay espermatozoides que se desarrollan en el testiculo, de
donde pueden tomarse facilmente mediante biopsia. De ahi que, en estos dltimos
afios, se haya desarrollado la técnica llamada ICSI (inyeccién intracitoplasmica de
espermatozoides) [8].

Estudios recientes demuestran que en ausencia de espermatozoides, las espermatidas
a veces son recuperables en su fase redonda o alargada a partir de biopsias
testiculares, o incluso en ciertos pacientes a partir del eyaculado y que estas
espermatidas pueda fecundar el 6vulo humano.
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Figura 2. Partes que integran el sistema reproductor masculino:

A. 1. Vejiga urinaria, 2. Hueso pubico, 3. Pene, 4. Cuerpo cavernoso, 5. Glande, 6.
Prepucio, 7. Abertura de la uretra, 8. Colon sigmoides, 9. Recto, 10. Vesicula
seminal, 11. Conducto eyaculador, 12. Prostata, 13. Glandula de Cowper, 14.
Ano, 15. Vaso deferente, 16. Epididimo, 17. Testiculo y 18. Escroto.

B. Corte transversal del testiculo, 19. Tubulos seminiferos, 20. Epididimo, 21.
Cabeza, 22. Cuerpo y 23. Cola.

2.2 El Epididimo.

El epididimo es un tubo estrecho y alargado, situado en la parte posterior superior del
testiculo; conecta los conductos deferentes al reverso de cada testiculo. Esta
constituido por la reuniéon y apelotonamiento de los conductos seminiferos.
Anatémicamente se diferencia en cabeza, cuerpo y cola que contintia con el conducto
deferente en la especie humana. Tiene aproximadamente 5 cm de longitud por 12
mm de ancho. Esta presente en todos los mamiferos machos y desempefa un papel
importante en la maduracién de los espermatozoides, en particular su adquisicién
progresiva de la motilidad y capacidad fecundante [9].



2.2.1 Estructura.

Si el epididimo fuera estirado alcanzarfa unos 6 metros. LLos conductos del epididimo
estan revestidos con epitelio cilindrico pseudoestratificado y recubiertos por una capa
de musculo liso. Las superficies libres de las células cilindricas contienen
microvellosidades y ramificaciones que se llaman estereocilios.

2.2.2 Funcionalidad.

Desde el punto de vista funcional, los conductos del epididimo son el sitio de
maduracion de los espermatozoides, los cuales requieren entre 10 a 14 dias para
terminar su maduracion, para ser capaces de fertilizar un 6vulo. Ademas, es el sitio
de almacenamiento de los espermatozoides y de reabsorciéon de los que no son
eyaculados.

Los conductos del epididimo, también almacenan espermatozoides y los expulsan
hacia la uretra durante la eyaculacion mediante contracciones peristalticas de su
musculo liso. Los espermatozoides pueden permanecer almacenados en los
conductos del epididimo por mas de cuatro semanas. Después de ese tiempo, se
expulsan fuera del epididimo o se reabsorben.



3. MARCO TEORICO.

Los espermatozoides son células altamente especializadas cuya funcién es la
transferencia de la informaciéon genética de una generacioén a otra. Por lo tanto, la
informacion transmitida debe cumplir con todos los requisitos necesarios para
asegurar que la descendencia sea normal y mantenga las caracteristicas bioldgicas de la
especie. La fragmentacion de la molécula del DNA es critico para la produccion
normal de nuevos organismos [10].

En estudios desarrollados recientemente por diversos investigadores, se ha revelado
que las caracteristicas del DNA del espermatozoide determinan la capacidad
reproductora del varén. También, se ha demostrado que la fertilidad del hombre
puede verse disminuida cuando se fragmenta el DNA. La esterilidad en el varén esta
establecida por una serie de parametros, como son: Numero de espermatozoides,
viabilidad, movilidad, etc. Sin embargo, se estima que solo el 15 por ciento de los
hombres estériles presentan un espermiograma normal [11-13].

Para determinar la esterilidad masculina no se puede considerar como valor
diagnostico un sélo parametro de manera aislada. La fragmentacién del DNA ha
demostrado ser una de las principales causas de infertilidad en el varén y es uno de
los principales argumentos para que el clinico decida si una pareja debe someterse a la
técnica de Fecundaciéon iz wvitro (FIV) o la Inyeccion Intracitoplasmatica de
Espermatozoides (ICSI) y asi lograr una gestacion exitosa [14, 15].

De hecho, existen observaciones muy consistentes que consideran que el analisis
rutinario del DNA del espermatozoide del varén, evitarfa un sinfin de tratamientos
fallidos de FIV, puesto que, tan soélo conociendo el estado de fragmentacion del
DNA se podria emplear, como primera opcion, la técnica de ICSI. De este modo, se
podrian reducir el tiempo y los costos para la pareja.

Es trascendente la manipulacién de la muestra de semen en el laboratorio sobre el
resultado del proceso de reproducciéon asistida. Cuando se procesa una muestra de
semen, los espermatozoides se ven sometidos a una situacion de estrés que se puede
traducir en la ruptura del DNA. Asi, se ha comprobado que el tiempo que trascurre
entre la recoleccion de la muestra y la inseminacion debe ser minimo, porque cuanto
mas tiempo pase, mas probabilidad existe que se produzca una ruptura del DNA,
reduciéndose asf las posibilidades de fecundacion.



Es interesante resaltar que, al igual de que existen varones con un mayor o menor
indice de fragmentaciéon en su DNA, también se encuentran diferencias en la
resistencia que el DNA presenta para ser degradado en el tiempo de manipulacion.
Esto indica, que existen muestras seminales procedentes de determinados varones
que fragmentan su DNA de forma mucho mas rapida que el DNA procedente de
otros, por lo que, es otra caracteristica a tomar en cuenta en el momento de entender
la capacidad que tiene el varéon para lograr un mayor éxito reproductivo [10].

3.1. Epidemiologia de la Infertilidad.

Una de cada cuatro parejas tiene problemas de fertilidad, 30 % de los casos se debe a
causas femeninas, 30 % a causas masculinas, 30 % a un factor mixto y 10 % a
tactores desconocidos. El 30% de los casos masculinos son de origen desconocido

[17].

Los examenes de semen que se hacen se limitan a: espermatograma, espermocultivo,
deteccion de anticuerpos antiespermaticos, hasta que recientemente se desarrollé un
nuevo examen para medir otra caracteristica del semen que antes no era estudiada: La

Fragmentacion del DNA [18-22].

3.2. Infertilidad masculina.

Las causas de infertilidad masculina se han asociado a:

Azoospermia (ausencia de espermatozoides en el semen del varén).
Oligozoospermia (pocos espermatozoides).

Astenozoospermia (baja movilidad de los espermatozoides).
Teratozoospermia (alto porcentaje de espermatozoides alterados).

sl .

En algunos casos, incluso, puede que el varén no sea capaz de eyacular (aspermia) o
que se produzca una eyaculacion retrograda, la cual consiste en que el semen con los
espermatozoides “refluye” hacia la vejiga, no existiendo eyaculacién tras el orgasmo.

Otros factores importantes son la presencia de anticuerpos antiesperma o
infecciones. También cabe la posibilidad de que tanto el numero, asi como la



movilidad y la morfologia de los espermatozoides sean normales, pero éstos no sean
capaces de fecundar al ovocito por motivos que muchas veces se desconocen.

La casuistica que afecta a la esterilidad es extensa y cada dfa los modelos de habitos
sociales parece que incrementan la probabilidad de verse afectado por un episodio de
esterilidad. Por lo tanto, el disponer de nuevas formas para entender el problema nos
acerca dia a dia a saber algo mas de una realidad parcialmente oculta.

3.3. Infertilidad y diabetes mellitus.

A primera vista, los espermatozoides de un varén diabético parecen normales. Sin
embargo, llama la atencién una ligera disminuciéon en el volumen del semen. Un
analisis mas detallado ha revelado dafios en el material genético de los gametos.
Mallidis sugirié que el aumento de la infertilidad masculina podria estar relacionada

con la creciente tasa de diabetes ya que esta tiene un efecto negativo sobre la
fertilidad masculina [23, 24].

El objetivo del trabajo de este grupo fue obtener el RNA que contienen los
espermatozoides, moléculas esenciales en varios procesos biolégicos, entre ellos, la
reparacion del DNA. Comprobaron como algunos transcritos del RNA estaban
alterados, muchos de los cuales estan implicados en la reparacion de los dafios del
DNA de los espermatozoides. Por lo que, estas observaciones indicaron que los
diabéticos tienen una reduccion significativa de la capacidad de reparaciéon del DNA,
ya que una vez dafiado no se puede reparar de forma eficiente.

Los dafios en el material genético espermatico se traducen en fracaso de la
concepcioén, ademas, de un aumento en el riesgo de alteraciones en la descendencia.
Hasta el momento se desconoce el mecanismo exacto que dafia el DNA.

En la diabetes se altera el desarrollo y la maduracion del esperma. Los resultados son
interesantes porque a pesar de que los espermatozoides parecen normales resultan ser
muy diferentes a los de un hombre sano.

Los efectos nocivos de la diabetes no se quedan ahi, previamente en un ensayo este
mismo grupo observaron que en el tracto reproductor de los varones diabéticos habia
unas moléculas, que aparecen tipicamente en personas de edad avanzada, las cuales se
acumulan con el paso del tiempo. El depésito de estos azucares complejos, los
productos finales de la glicosilaciéon avanzada (AGEs), depende del estilo de vida y



estan asociados en muchas de las complicaciones diabéticas; ademas, estan implicados
de forma determinante en el deterioro del DNA [23, 24].

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica que aumenta a escala mundial. Con el
ritmo de crecimiento actual, se calcula que para el 2025 unos 300 millones de
personas seran diabéticas [25], el doble que en 1995, coincidiendo con este ascenso, la
infertilidad masculina también se ha disparado en los ultimos afios.

3.4. Fragmentacion del DNA espermatico.

La fragmentacion del DNA espermatico, tal y como lo indica su nombre, se refiere a
rupturas o lesiones del material genético del espermatozoide. A mayor nimero de
lesiones, menor sera la integridad del material genético y menor la probabilidad de
que se produzca un embarazo a término.

En algunos casos, el ovocito puede reparar el dafio del DNA del espermatozoide que
lo ha fecundado. Esto va a depender de varios factores: El tipo de lesion del DNA, el
porcentaje de DNA del espermatozoide afectado y la calidad del ovocito. Este
parametro esta generalmente ligado a la edad de la paciente.

Los niveles de fragmentacion del DNA pueden diferir de una muestra a otra,
dependiendo del tiempo de semanas de obtencién. Las causas que provocan que se
dafie el DNA del espermatozoide son varias y pueden ser de tipo intrinseco o
inducido por factores externos.

Los factores intrinsecos incluyen:

-Seleccion ineficiente: 1a produccion de espermatozoides se localiza en los tubulos
seminiferos (testiculos), en algunos casos, los espermatozoides y sus células
progenitoras sufren alteraciones de tipo genético que resultan en rupturas del DNA.
Estos espermatozoides dafiados son generalmente seleccionados y eliminados, pero si

el mecanismo de seleccion falla, aparecen espermatozoides en el eyaculado con el
DNA fragmentado.

-Maduracion incorrecta: Los espermatozoides sufren un proceso de maduraciéon en el
epididimo que se conoce como maduraciéon epididimaria. Este proceso de
maduracion conlleva al empaquetamiento de la cromatina nuclear y a la adquisicion



de la motilidad espermatica. Si este proceso no se lleva a cabo correctamente se
pueden producir lesiones en el DNA espermatico.

Los factores externos incluyen:

1. Dafio inducido por radio / quimioterapia.
Varicocele.
Episodio de fiebre alta.

Enfermedad inflamatoria aguda y crénica.

AR

El estrés oxidativo post-testicular.

3.5. Alteraciones del DNA inducidas por el estrés oxidativo.

El DNA puede ser alterado por accién de diversos agentes fisicoquimicos de origen
extracelular, como las radiaciones ultravioletas o de origen intracelular como los
radicales libres de oxigeno. Estos son especies quimicas altamente reactivas, de vida
media corta y producidas durante los procesos redox celulares [26].

En determinadas situaciones de estrés oxidativo o desequilibrio entre la prooxidacion
y la antioxidacién, su produccion excesiva puede lesionar irreversiblemente moléculas
como el DNA y estructuras como la membrana plasmatica, claves para el
mantenimiento de la funcién celular, llegando incluso a producir la muerte de la

propia célula [27].

En lo que se refiere al estrés oxidativo, se han descrito alteraciones moleculares,
mutaciones en el DNA, alteraciones estructurales en cromosomas y nucleo, y una
mayor sensibilidad a determinados farmacos: Bleomicina, mitomicina o adriamicina.

Asi, en las patologfas en las que se observa una activaciéon de los leucocitos
polimorfonucleares, se ha observado mayor nivel de rupturas espontaneas en las
cromatidas y pérdidas de fragmentos cromosémicos, tales como en la anemia de



Fanconi, Sindrome de Bloom, esclerodermia, cancer, hipertensiéon arterial,
infecciones virales, envejecimiento, deficiencias nutricionales en antioxidantes (acido
télico, acido ascorbico o tocoferoles) [28-32], llegando incluso a la pérdida total de
determinados cromosomas, como el X en ciertos casos de envejecimiento en mujeres

33].

Esta pérdida de secuencias en los cromosomas esta relacionada con duplicaciones
incompletas durante la replicaciéon del DNA [28, 34|, debido quizas a pérdidas en la
actividad DNA polimerasa u otras actividades enzimaticas todavia por identificar. Sin
embargo, en otros casos de estrés oxidativo el material genético presenta muy escasas
rupturas cromosomicas pero, por el contrario, es mucho mas sensible a determinados
agentes que inducen la ruptura de las cromatidas, como la bleomicina, tal y como se
ha observado en linfocitos humanos durante procesos de envejecimiento [35].

En procesos neoplasicos se observa un incremento de intercambios defectuosos
entre cromatidas hermanas en comparacion con células normales. Estos procesos
estarfan relacionados con errores en la maquinaria de reparaciéon del DNA [36]. Por
otro lado, la presencia de cromosomas que no han sido incorporados al ndcleo,
después de la division celular suele presentarse con cierta frecuencia en determinados
procesos relacionados con el estrés oxidativo, tales como cancer y envejecimiento

[37-39].

Este proceso puede inducirse también por mitomicina, un farmaco que inhibe la
sintesis del DNA y que se utiliza como agente antitumoral. Utilizando este farmaco,
se ha podido observar que células sometidas a determinadas situaciones prooxidantes
son mucho mas sensibles a la mitomicina, por lo que se debe tener extremada
precaucion con el uso de esta sustancia en terapias anticancerosas.

3.5.1. Implicaciones de las mutaciones en el desarrollo de enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo.

Un modelo general para explicar alteraciones tisulares inducidas por estrés oxidativo
podria ser a través de un proceso de cascada de amplificaciéon. En este modelo se
propone que los radicales libres de oxigeno, procedentes de diversas fuentes intra o
extracelulares, atacarfan en un primer tiempo a los lipidos de membranas y proteinas
celulares. Estas macromoléculas oxidadas se convertirfan a su vez en nuevas fuentes
de radicales libres de oxigeno, lo que produciria un incremento incontrolado de las
oxidaciones intracelulares. En estas circunstancias, los sistemas de defensa
antioxidante se volverfan ineficaces y la célula terminarfa por morir. Las proteasas y



oxidasas intracelulares de la célula muerta serian liberadas al exterior afectando a
células adyacentes y propagando, por lo tanto, la lesiéon oxidativa por todo el tejido

[40].

Este modelo podria explicar las alteraciones observadas en patologias relacionadas
con el estrés oxidativo tales como degeneracién tisular, artritis o procesos
inflamatorios [41]. Por otro lado, otras patologias en relacion con el estrés oxidativo,
tales como cancer o envejecimiento, podrian explicarse considerando las mutaciones,
debidas a alteraciones oxidativas del DNA, como la causa primaria, mas que las
alteraciones en los lipidos o las proteinas. En otras palabras, mutaciones en el DNA
podrian afectar a proteinas clave en una determinada funcién celular. Por ejemplo, si
alteraciones en el DNA afectan a genes que codifican protooncogenes, antioncogenes
o proteinas reparadoras del DNA, se podria producir una transformacion celular y
tavorecer el desarrollo de determinados estados cancerosos [42]. Esto podria explicar
también el incremento de neoplasias en determinadas patologias, tales como diabetes,
hipertension arterial, obesidad, alcoholismo y tabaquismo.

En otros casos, se podria producir la muerte celular, si la proteina afectada catalizara
una reaccioén importante en la célula como, por ejemplo, control del estado redox
celular o defensa antioxidante. A causa de estas proteinas erroneas, la célula perderfa
con el tiempo su efectividad en el control de su estado redox, se veria privada poco a
poco de sus defensas antioxidantes, las alteraciones oxidativas de los componentes
intracelulares aumentarfan y la célula terminarfa por morir, liberando sus enzimas
hidroliticas y afectando a células del resto del tejido de una manera similar a la
expuesta anteriormente [43, 44].

Hoy dia se conocen patologias que se deben a formas mutadas de oxidasas, de
proteinas involucradas en la defensa antioxidante o de proteinas que participan en
cadenas de transporte de electrones. Estas patologias podrian clasificarse en 2 grupos
en relacion con el tipo de DNA que se ve afectado, es decir, el DNA mitocondrial o
bien en el DNA nuclear.

3.5.2. Relacion de las mutaciones en el DNA mitocondrial con el estrés
oxidativo.

El DNA mitocondrial, por sus caracteristicas particulares, merece una
consideraciéon aparte. Aunque existen varias copias del DNA mitocondrial por
organulo, éste representa tan sélo el 1% del DNA total presente en la célula [45]. El
DNA mitocondrial es circular a diferencia del DNA nuclear que es lineal. En el



hombre tiene una longitud de 16,569 pares de bases y codifica 13 subunidades
protefnicas de diferentes complejos de la cadena respiratoria y 22 RNAs de
transferencia y 2 RNAs ribosomales que intervienen en la sintesis de proteinas
mitocondriales [46]. Sin embargo, a pesar de sintetizar sus propios RNA de
transferencia y ribosomales, la replicacion, transcripcion y sintesis proteica en la
mitocondria estan controladas en su mayoria por factores codificados por el DNA
nuclear [47]. Hay que sefalar que es el unico DNA heredado por via materna [48] .

Como ya se ha propuesto anteriormente, mutaciones generadas por radicales libres de
oxigeno en el DNA pueden afectar a genes que codifiquen proteinas implicadas en
procesos redox celulares. En este sentido el DNA mitocondrial encajaria
perfectamente en este planteamiento. Por su situacién en la mitocondria, una de las
mas importantes fuentes generadoras de radicales libres de oxigeno 7z wvive, el DNA
mitocondrial presenta una mayor tasa de fragmentacion y mutaciones por
modificaciones oxidativas de sus bases [49]. De esta forma, la presencia de 8-hidroxi-
2-desoxiguanosina es 16 veces superior a la del DNA nuclear [50].

Aunque cuantitativamente minoritario, el DNA mitocondrial contiene informacién
fundamental puesto que codifica proteinas esenciales de la cadena respiratoria;

subunidades de la NADH deshidrogenasa, de la citocromo oxidasa y el citocromo b y
de la ATP sintasa [51, 52].

Por lo expuesto anteriormente, la probabilidad de sintetizar proteinas mutadas es
mucho mayor en las mitocondrias que en el nucleo. Esto podria dar lugar a
alteraciones en el funcionamiento de la cadena respiratoria, que incrementarfan en la
produccién de radicales libres de oxigeno. Estos oxidarfan diferentes moléculas
mitocondriales produciendo alteraciones profundas en el funcionamiento de este
organulo, disminuyendo la producciéon de ATP (deplecion energética) y favoreciendo
la entrada de Ca®" al interior de la matriz mitocondrial [53, 54]

La pérdida progresiva de la funcién mitocondrial afectarfa gravemente la funciéon
celular y podria finalizarr en la muerte celular por estrés oxidativo [28]. Esta hipotesis
se ve reforzada, ademas, por otras particularidades inherentes a la misma mitocondria
y que podrian incrementar todavia mas la susceptibilidad oxidativa del DNA
mitocondrial. Asi, cabria destacar que la vida media del DNA mitocondrial es 10
veces mas corta que la del DNA nuclear (100 dfas en higado de rata) [55]. Esto hace
que el DNA mitocondrial esté sometido a ciclos de replicaciéon mas a menudo que el



DNA nuclear, lo que conlleva una mayor probabilidad de introduccién de errores,
apoyado en el hecho de que la DNA polimerasa-g mitocondrial presenta una tasa de
error de una base cada 7,000 (1/7,000), mientras que la de las polimerasas nucleares
es de una base erronea cada 109 (1/109) [56].

Ademas de las maquinarias de replicacion, transcripcidon y sintesis proteicas
comparadas con sus homologos nucleares y citosoélicos, favorecen la introduccion de
errores adicionales. Por otro lado, el DNA mitocondrial estd mas expuesto a ataques
quimicos (de tipo oxidativo o no oxidativo), ya que no esta protegido por las
histonas, no esta empaquetado de una forma compacta y no posee sistemas de
reparacion tan efectivos como los nucleares [57, 58]. Todos estos hechos hacen al
DNA mitocondrial entre 10 y 20 veces mas vulnerable que el DNA nuclear [59].

Por lo expuesto anteriormente, se podria suponer que situaciones en las que se
lesione severamente el DNA mitocondrial y, por lo tanto, la funcién mitocondrial,
podrian llegar a producir patologias relacionadas con el estrés oxidativo. En este
sentido, determinadas miopias, enfermedades degenerativas, enfermedades
hereditarias por via materna, enfermedades metabolicas, procesos isquémicos y de
envejecimiento suelen presentar diversas alteraciones en el DNA mitocondrial, tales
como deleciones, inserciones, duplicaciones y mutaciones [60].

La disfuncién mitocondrial esta implicada en el proceso multifactorial de
envejecimiento. En el envejecimiento humano aumentan los niveles de mutaciones
somaticas del mtDNA que tienden a experimentar expansion clonal y causar
deficiencia de mosaico de la cadena respiratoria en diversos tejidos, como corazon,
cerebro, musculo esquelético e intestino. Existe una fuerte evidencia observacional y
experimental para implicar mutaciones somaticas del mtDNA y la disfunciéon del
mosaico de la cadena respiratoria en el proceso de envejecimiento de los mamiferos.
La hipotesis de que las mutaciones somaticas del mtDNA son generados por el dafio
oxidativo no se ha demostrado concluyentemente. Los datos emergentes sugieren que
en lugar de la tasa de error inherente de mitocondrial DNA (ADNmt) de la
polimerasa gamma (gamma Pol) pueden ser responsables de la mayoria de las
mutaciones somaticas del mtDNA [60)].

La evolucién biologica ha encontrado una soluciéon de compromiso de forma que,
aunque la mitocondria sea una fuente generadora de radicales libres de oxigeno, el
genoma nuclear no puede prescindir de ella, asi como la mitocondria no puede
prescindir del nicleo. La replicacion y la expresion del DNA mitocondrial dependen
de proteinas codificadas por el DNA nuclear, pero a su vez el nucleo y la célula en



general se benefician del ATP producido por la mitocondria. En resumen, el DNA
nuclear y el mitocondrial, son interdependientes y la estabilidad de ambos depende el
buen funcionamiento de la célula.

3.5.3. Relacion de las mutaciones en el DNA nuclear con el estrés
oxidativo.

Mutaciones producidas por diversos agentes, relacionados o no con el estrés
oxidativo, podrian afectar a genes nucleares que codifiquen proteinas involucradas en
reacciones redox intracelulares. Es bien sabido que las células sometidas a situaciones
de estrés oxidativo presentan un porcentaje de mutaciones superiores a las células
control no sometidas al estrés. Asi, por ejemplo, en el envejecimiento o en el
consumo de tabaco, los individuos afectados presentan una tasa de mutacioén superior
a la de los individuos no afectados [61, 62], lo que sugiere que la probabilidad de
afectar a genes relacionados con el mantenimiento del estado redox celular
aumentarfa en circunstancias de estrés oxidativo.

Las mutaciones podrian afectar tanto a regiones reguladoras de los genes, situadas
principalmente en la regiéon promotora, como a regiones codificadoras que contienen
la informacién que va a ser traducida en la proteina correspondiente. A este respecto,
se ha identificado una regiéon de respuesta antioxidante en el promotor de los genes
de la quinona reductasa y de una de las subunidades de la glutatiéon S-transferasa. La
quinona reductasa y la glutation S-transferasa son enzimas que participan en la
sintesis de dos importantes antioxidantes celulares, tales como la ubiquinona y el
glutation (GSH). Estas regiones serfan las responsables de controlar la transcripcion
de estos genes y, por lo tanto, sus valores de proteinas como respuesta a un estado de
estrés oxidativo [63]. Estas regiones, o similares, pueden estar distribuidas en los
promotores de diferentes genes y se podria especular que mutaciones en dichas
regiones produciran una respuesta deficiente del gen en casos de estrés oxidativo.

Las mutaciones en las regiones codificadoras pueden dar lugar a proteinas
defectuosas en la defensa contra los agentes oxidantes y producir determinadas
patologfas. A este respecto, y por citar algunos ejemplos, se han detectado
mutaciones en el gen del citocromo P, involucrado en el metabolismo de farmacos
y en especial de agentes carcinégenos, que podrian estar relacionadas con el



desarrollo de canceres de pulmoén y vesicula urinaria [64]. Por otro lado, mutaciones
en el gen que codifica la superdxido dismutasa dependiente de Cu, Zn tipo I (Cu/Zn-
SOD) estan implicadas en el desarrollo de esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad
caracterizada por una degeneracion de las neuronas motoras [65].

Finalmente, mutaciones en oxidasas podrian estar relacionadas con determinados
tipos de comportamiento. Asi, un estudio reciente sefiala que una mutacién puntual
en el gen de la monoamino-oxidasa A, enzima mitocondrial codificada por el DNA
nuclear, estarfa relacionada con comportamientos anormales, retraso mental y
agresividad. La causa de ello reside en que la monoamino-oxidasa A esta implicada
en el metabolismo de serotonina, dopamina y noradrenalina y un metabolismo
deficiente de estos neurotransmisores, a causa de la monoamino-oxidasa mutada,
podria ser la causa bioquimica de las alteraciones descritas [60] .

No todas las mutaciones en un gen dan lugar a un fenotipo mutado, ya que algunas
mutaciones no alteran, o s6lo afectan parcialmente, la actividad de los productos de
los genes. Esto podria explicar las alteraciones progresivas en las defensas
antioxidantes que aparecen en algunas enfermedades degenerativas en el transcurso
del tiempo.

3.5.4. Estrategias antioxidantes para preservar el material genético.

La importancia del material genético como depositario y vehiculo de la informacién
biologica es obvia. Numerosos ejemplos lo demuestran, lo que viene ademas apoyado
por el hecho de que mutaciones puntuales en genes concretos, no soélo ponen en
juego la funcién de proteinas especificas, sino que ademas llegan a afectar a funciones
biolégicas importantes como resultado de dicha alteracion.

Por esta razon, durante la evolucion bioldgica, la célula ha cuidado especialmente la
preservacion de su material genético en un organulo especializado: el ntcleo. Este
organulo presenta un microambiente adecuado para proteger al DNA frente a
agresiones medioambientales nocivas, que incluyen las producidas por agentes
oxidantes.

Ante estas agresiones la célula presenta estrategias para preservar el material genético,
que pueden clasificarse en 2 grupos: a) mecanismos de prevencion del ataque
oxidante, y b) mecanismos de reparacion, una vez que el DNA ha sido alterado
oxidativamente. Dentro del primer grupo (a) se pueden considerar todavia 2



subgrupos: al) mecanismos de adaptaciéon genética y a2) mecanismos protectores
antioxidantes.

3.5.5. Mecanismos de prevencion del ataque oxidante.

Mecanismos de adaptacion genética. En este apartado se podrian considerar todas las
estrategias que el nicleo ha adoptado en el curso de la evolucion para hacer menos
accesible el DNA al ataque por agentes nocivos, incluidos los agentes oxidantes. En
comparaciéon con otros organulos intracelulares, el ndcleo es un organulo poco
oxigenado, carece de sistemas enzimaticos que catalizen reacciones redox y de
cadenas de transporte de electrones [67]. Estas circunstancias disminuyen la
probabilidad de alteraciones en el DNA nuclear. Baste para ello comparar con su
homoélogo mitocondrial que, como ya se ha comentado, presenta una tasa de
mutaciones 10 veces superior al DNA nuclear [68] .

Hay que considerar, ademas, que el DNA nuclear esta altamente protegido por
diferentes tipos de moléculas de caracter basico, tales como las poliaminas,
protaminas e histonas. Las poliaminas son metabolitos de bajo peso molecular,
derivados de ciertos aminoacidos y que poseen varios grupos amino. Su funcién
nuclear parece ser la estabilizacion del DNA y de microfilamentos involucrados en el
mantenimiento de la estructura del nucleo [69]. Las protaminas son proteinas
altamente basicas (80-85% de arginina) que se conjugan con el DNA en el ntcleo del
espermatozoide, manteniéndolo en una conformacién compacta, menos accesible al
ataque por agentes mutagénicos [70].

Las protaminas y la poliamina espermina son las moléculas principales encargadas de
mantener la estructura de empaquetamiento y de la proteccion del DNA en el
espermatozoide [71, 72].

Las histonas son moléculas de naturaleza proteica e interaccionan reversiblemente
con el DNA, a través de regiones basicas ricas en lisina. A la vez son componentes
esenciales del nucleosoma, la unidad de empaquetamiento del DNA; sin embargo,
parecen tener un papel mas dinamico, ya que se ha descrito su participaciéon en la
transcripcion [73].

Dentro de las estrategias de adaptacion genética, habria que sefialar el hecho de que la
mayor parte del DNA nuclear, en el ser humano, no codifica ni para proteinas ni para
RNA esenciales. Se estima que mas del 90 % del DNA es no codificador.



La presencia de este DNA, a primera vista inservible, parece ser el resultado de una
estrategia evolutiva. En principio, todo gen esta sujeto a un riesgo de mutaciones y
esta bien establecido que éstas se producen al azar. De esta forma, cuantos mas genes
posee un organismo, mayor es la probabilidad de que al menos en uno de ellos se
produzca una mutacién. Por lo tanto, limitar el nimero de genes por unidad de

longitud de DNA disminuye la probabilidad de mutacién [74].

Finalmente, los organismos diploides entre los que se encuentra el hombre han
desarrollado 1a estrategia de tener una doble copia para cada gen, ya que poseen dos
dotaciones cromosémicas, una del progenitor masculino y otra del femenino. Esta
estrategia permite a la célula disponer siempre de un gen de reserva en el caso de que
uno se inactive a causa de una mutacion. Naturalmente, esta premisa es valida tan
solo en el caso de que el cromosoma donde esté contenido el gen no haya sido
inactivado [74].

3.5.6. Mecanismos protectores antioxidantes nucleares.

Todos los sistemas antioxidantes celulares estan implicados en la proteccion de las
macromoléculas biolégicas esenciales, entre las que se encuentra el DNA. Sin
embargo, el nucleo celular posee sus mecanismos antioxidantes propios todavia poco
caracterizados. En este sentido, el interior nuclear posee el doble de concentracion
del antioxidante GSH (glutatiéon reducido) que el citoplasma celular [75]. Ademas, en
los poros nucleares se ha descubierto la presencia del Bcl-2, una proteina que se ha
descrito que participa en determinadas respuestas antioxidantes [76].

Curiosamente, en liquido seminal se han encontrado altas concentraciones de acido
ascorbico (antioxidante), cuya funcién bioldgica podria ser la proteccion del DNA
portado por los espermatozoides. Se ha descubierto, ademas, que las concentraciones
de acido ascérbico en el esperma varfan con el estado nutricional [77], indicando la
importancia del factor dietético en la defensa antioxidante asi como la funcién que
desempena la dieta en la preservacion del material hereditario.

3.5.7. Mecanismos de reparacion.

En este punto habria que considerar los mecanismos de reparaciéon del DNA nuclear
una vez que ha sido alterado en circunstancias de estrés oxidativo. La célula ha
desarrollado mecanismos altamente precisos en reparacion del DNA. Hay que sefialar
que los mecanismos de reparacion del DNA, por alteraciones debidas al estrés



oxidativo, no difieren de los mecanismos reparadores ante cualquier otro tipo de
alteraciones no oxidativas.

La reparacion del DNA esta altamente condicionada por el ATP y el dinucleétido de
nicotinamida adenina oxidado (NAD" [78, 79], lo que demuestra la dependencia de
los sistemas reparadores de los niveles energéticos y de los niveles redox celulares, es
decir, de la mitocondria. Las principales lesiones al DNA son la eliminacién de
determinadas secuencias, que pueden ir desde una a varias bases, produciendo
discontinuidad en una de las hebras del DNA vy, en segundo lugar, la presencia de
bases erréneas que dan lugar a zonas con desapareamientos.

Es importante recalcar que la informacion de al menos una de las hebras de DNA se
conserve y ésta es la que servira de base a los sistemas de reparacion. Existen sistemas
altamente complejos y en ellos intervienen varios tipos de enzimas con diferentes
funciones: a) endonucleasas y exonucleasas que eliminan los grupos de bases erroneo
o dafados en los casos de desapareamientos de bases; b) glicosilasas y polimerasas
que rellenan los huecos producidos, bien como resultado de la lesiéon o bien por la
accion de las endo y exonucleasas, con las bases correctas y complementarias de la
otra hebra, y c) ligasas que unen los nucleétidos a la antigua hebra de DNA, de tal
forma que ésta sea continua nuevamente [80].

Los genes que son transcritos mas frecuentemente (regiones funcionales del DNA)
son aquellos que la células tienen mas interés a mantener intactos, ya que en caso de
informacion errénea, esta tendria consecuencias fatales para la célula [81]. En este
sentido se ha descrito un sistema de reparaciéon acoplado a la maquinaria de
transcripcion, que verificarfa la informacion contenida en el DNA antes de ser
transcrita a RNA mensajero y posteriormente traducida a proteina [82] .

En determinadas circunstancias de estrés oxidativo, un gran numero de genes que
codifican proteinas involucradas en la reparaciéon del DNA son activados. Una gran
parte del genoma de los seres vivos codifica dicho esas proteinas reparadoras. En
levaduras se ha estimado que el 1% de los genes estan implicados directa o
indirectamente en la reparacién del DNA [83]. En los organismos superiores se
desconoce la cifra exacta, pero se sabe que ademas de los genes directamente
implicados en la reparacion del DNA, se activan genes que codifican proteinas



protectoras como la hemoxigenasa o las metalotioneinas [84] y genes implicados en
detener el crecimiento celular para reducir la tasa de mutacion [85].

Determinados estados patolégicos y de estrés oxidativo pueden estar relacionados
con mutaciones en genes involucrados en la reparaciéon del DNA. En este sentido,
determinados canceres de colon estan relacionados con mutaciones en genes
reparadores del DNA [86] y durante el envejecimiento celular hay un descenso en la
efectividad de la maquinaria reparadora [87] . Sin embargo, la reparaciéon del DNA es
un proceso del que se conoce todavia muy poco, y en el que hay que considerar
muchas variables, tales como el tipo de lesiones producidas en el DNA, el estado de
diferenciaciéon de la célula, el tipo de tejido donde se encuentra la célula y la
composicion del medio extracelular (presencia o ausencia de factores de crecimiento,

mediadores de la inflamacion, etc.), que sin lugar a dudas van a influir en ese proceso
[88].

En conclusion, las modificaciones oxidativas en el DNA contribuyen, asociadas con
otras modificaciones no oxidativas, a la aparicion de mutaciones y alteraciones
genéticas que podrian explicar, en parte, determinadas patologias de origen genético y
que en un principio no se sospechaban como producidas por estrés oxidativo. En
este sentido la terapia y la ingenierfa podrian desempefiar un importante papel en el
futuro. Asi, estudios realizados con moscas Drosophila transgénicas expresando 3
copias de las enzimas antioxidantes SOD vy catalasa, muestran un incremento en la
esperanza de vida de un tercio mas que las moscas normales [89]. Aunque este tipo
de resultados parece presagiar un futuro esperanzador e inquietante, en el caso del
hombre este tipo de manipulaciones estan todavia muy lejos de ser realizadas.

3.6. Métodos de deteccion de fragmentacion del DNA espermatico.

Existen varios métodos para medir los niveles de fragmentacion. La prueba de
TUNEL del ingles (Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling), es
recomendada por lideres de opinion en estudios de fragmentaciéon de DNA [90].

La mayorfa de las pruebas de fragmentacion, incluyendo la prueba Ensayo de la
Estructura de la Cromatina Espermatica SCSA del ingles (Sperm Chromatin Structure
Assay ) y la prueba Dispersion de la Cromatina Espermatica SCD del ingles (Sperm
Chromatin Dispersion) miden el dafo potencial y la susceptibilidad a la
desnaturalizaciéon del DNA y por ello tienen un nivel predictivo mas bajo. Por el
contrario, la prueba de TUNEL mide dafio real y tiene un alto valor predictivo en



técnicas de reproduccion asistida. Actualmente el valor de corte de normalidad
recomendado para la prueba de TUNEL es de < 15%.

Para realizar la prueba de TUNEL, los espermatozoides con DNA fragmentado con
los extremos 3-OH libres reaccionan con una enzima transferasa terminal e
incorporan dUTP biotinilado, para ampliar la sefial se aplica el complejo avidina-
biotina-peroxidasa quien permite realizar el revelado con diaminobenzidina 0.05% y
perdxido de hidrogeno 0.05% y muestran una coloracién parda por microscopia de
campo claro y un color verde fluorescente, si se visualizan por microscopia de
fluorescencia.

3.7. Indicaciones clinicas

La prueba de fragmentaciéon del DNA espermatico se recomienda en los siguientes ca
sos [11]:

Infertilidad idiopatica (de causa desconocida).

Fallos repetidos en técnicas de reproduccion asistida.

Casos con una mala calidad embrionaria.

Pacientes que han sufrido abortos de repeticion.

Varicocele.

Varones con edad superior a los 45 afios.

Casos de congelacion de semen (se comprueba que la muestra congelada tenga
unos niveles de fragmentacion aceptables).

Episodio febril en los dltimos 3 meses.

Nowm s

Qo0

3.8. Fragmentacion del DNA en pacientes con diabetes mellitus.

La diabetes mellitus es una enfermedad con una alta morbilidad y mortalidad, por lo
que sus efectos se han estudiado en relaciéon con los diversos 6rganos a los que
afecta, sin ser la funcién reproductora la excepcion.

En ratas con diabetes inducida, las alteraciones reproductivas se han asociado con
alteraciones a nivel del eje hipotdlamo-hipofisis-génada, tanto por disminucién de la
secrecion de GnRH, como por la deficiente secreciéon de LH, FSH y prolactina, asi
como por alteraciones en génadas y produccion de hormonas esteroideas



(testosterona, estrégenos y progesterona). Esto trae como consecuencia, en ratas
macho, la menor produccién y disminuciéon en la movilidad de los espermatozoides.

En diversos estudios se ha observado la prevalencia de malformaciones congénitas,
en los productos de ratas con diabetes inducida con estreptozotocina, siendo las mas
frecuentes: Retraso en el desarrollo, alteraciones en el cierre del tubo neural,
alteraciones cardiacas y micrognatias entre otros.

3.9. Importancia de estudiar la fragmentacion y proteccion del DNA.

La integridad genética de los espermatozoides se esta convirtiendo en un nuevo
parametro para la evaluaciéon de la fertilidad masculina, que se aflade a los
tradicionales, como la cantidad, la morfologia y la movilidad (Figura 3).

El dafno al DNA puede ser debido a exposicion excesiva a las radiaciones, lo que no
es frecuente en la poblacion general, se cree que también a un exceso de radicales
libres producidos en el propio organismo, como en el caso de los pacientes
diabéticos. Su exceso se asocia, segun algunos estudios, al déficit de sustancias
antioxidantes en la dieta y al consumo de tabaco.

Todo parece apoyar la hipotesis ambiental en detrimento de la genética como causa
de algunos tipos de infertilidad masculina, ya que podria ser debido a determinadas
sustancias que directa o indirectamente afecten el DNA del espermatozoide causando
su fragmentacion.

Como se menciond el estrés oxidativo post-testicular, durante el transporte de los
espermatozoides a través del epididimo, puede producir fragmentaciéon del DNA
espermatico.

Uno de los mecanismos principales es el relacionado con la produccion de radicales
libres, ya sea por espermatozoides inmaduros o por las células epiteliales del
epididimo, que danan directamente el material genético del espermatozoide. Ademas,
la activacién de caspasas y endonucleasas espermaticas por factores toxicos y
temperaturas elevadas también puede inducir fragmentaciéon del DNA.

El tratamiento con antioxidantes puede reducir significativamente los niveles de
fragmentacion de DNA. Audn asi, existe la posibilidad de que algunos pacientes no
respondan al tratamiento, sobre todo cuando el dano de DNA es inducido por



factores toxicos o altas temperaturas que activan caspasas y endonucleasas
espermaticas. En estos casos la practica recomendada serfa el uso de espermatozoides
procedentes de testiculo, ya que se ha observado que su grado de fragmentacion suele
ser significativamente menor.

Por tanto, la protecciéon del DNA espermatico aumentaria la tasa de éxitos en los
programas de reproduccion asistida.

[ Infertilidad Masculina |

Historia y Examen Fisico
(Alcoholismo. Fumar v contaminacion)

L Anilisis c;e Semen ]

Normal

3 : Parametros del ;
Leucocitospermia } — SEIIER S [ Repetir el anilisis ]
del semen
L Estrés oxidativo ]
. Fragmentacion del

+ + DNA
; SCSA, TUNEL,
Niveles de TAC Niveles de ROS ComeltJasEL
Quimioluminf’scencia Quimioluminiscencia LPO
v : v
¢ —
Antibioticos Suplementacmn oral Modlf cacmn del estilo Tratamiento utilizando
de antioxidantes de vida Antioxidantes

Figura 3. Procedimiento recomendado para la evaluacion de la fertilidad
masculina.

3.10. Las poliaminas.



Las poliaminas son un grupo de pequefias moléculas alifaticas (no ciclicas), cuya
caracteristica es poseer dos 0 mas grupos amino en su estructura. Aunque existen en
la naturaleza varias moléculas con estas caracteristicas, tres de ellas han sido las mas
estudiadas, ya que existe una estrecha relacion en su biosintesis e interconversion en
el organismo, ademas de que se han implicado en numerosos procesos celulares.
Estas moléculas son la putrescina, la espermidina y la espermina, cuyas férmulas
aparecen a en la Figura 4.

Putrescina H:N-CH>-CH;-CH;-CH:-NH:
Espermidina H:N-CH>-CH>-CH>-NH-CH:-CH»>-CH2-CH2-NH-
ESPE]'Il1iﬂﬂ HEN—C HE—CHz-CHz-NH-CHz—CHz—CHE-C H‘)_-NH-CHE-C HE—CHz-NHz

Figura 4. Estructura de las poliaminas putrescina, espermidina y espermina.

El descubrimiento de la funcién de las poliaminas putrescina, espermidina y
espermina en la regulacion de diversos procesos tales como crecimiento,
multiplicacion y diferenciacion celular, ha despertado gran interés por su estudio en
diversas areas de investigacion. Estas moléculas, a semejanza de los acidos nucleicos,
los aminoacidos y las proteinas, se encuentran distribuidas ampliamente en los
sistemas vivientes, lo que quiza constituye un indicativo de que su presencia es
esencial para la realizacion de los procesos basicos de la funcién celular crecimiento,
multiplicacion y diferenciacion celular [91].



HNH+

SAM SAM HCH
HNH+ HCH
\SAMD HCH SAMD HCH
COOH HNH+ HCH \ HMNH+
HCHMNH+ oDcC HCH +DAM HCH +DAM HCH
HCH HCH L HNH+ HCH
HCH — »  HcH " HCH > HCH
HCH coz HCH SPD Synthetase HCH SPM Synthetase HCH
HNH+ HNH+ HCH HMNH+
HCH HCH
ORNITHINE PUTRESCINE HNH+ HCH
HCH
SPERMIDINE HNH+
CDC - Ornithine Decarboxylase PAD SPERMINE
SPD - Spermidine H202 SSAT
SPM - Spermine +ap H202 PAD
SAM - S-Adenosylmethionine +ap SSAT
SAMD - S-Adenosylmethionine Decarboxylase
DAM - Decarboxylated Adenosylmethionine N-Acetyl-SPERMIDINE
SSAT - SPD/SPM Acetyltransferase
PAO -Polyamine Oxidase N-Acetyl-SPERMINE

H202 - hydrogen peroxide
ap - acetoamidopropanol

Figura 5. Biosintesis e interconversiéon de poliaminas en mamiferos.
Las poliaminas (putrescina (1,4-butanodiamina), espermidina (N-(3-aminopropil)-
1,4-butanodiamina), y espermina (N,N’-bis(3-aminopropil)-1,4- butanodiamina) son
pequenos policationes solubles, quimicamente estables, biol6gicamente activos y
ampliamente distribuidos en todos los organismos vivos. Su caracteristica mas
singular es el caracter polibasico, que les confiere una alta afinidad por constituyentes
acidos y es, probablemente, un importante determinante de sus funciones bioldgicas.

Las interacciones electrostaticas con el DNA, el RNA, las proteinas y los
constituyentes cargados negativamente en las membranas bioldgicas, constituyen la
base para la mayoria de las funciones de las poliaminas. En este sentido, a pesar del
largo tiempo transcurrido desde su descubrimiento y  establecimiento de su
estructura quimica, sélo en los ultimos 30 afios, con el desarrollo de técnicas
analiticas adecuadas para su determinacion y la obtencién de inhibidores especificos
de su metabolismo, se han intensificado las investigaciones para comprender el papel
de las poliaminas en los diferentes procesos celulares que las relacionan con el
crecimiento, la diferenciaciéon y la multiplicacién celular.

Los primeros estudios demostraron que las poliaminas estimulan el crecimiento de
los procariotas y células eucariotas, desempefian un papel importante en la



carcinogénesis y en los procesos de transformacion maligna. Como resultado de estos
estudios se han sintetizado distintos inhibidores de la biosintesis de poliaminas y se
utilizan para combatir el cancer y las enfermedades parasitarias [92].

3.11. Fisiologia de las poliaminas en el sistema reproductor masculino.

La investigacion sobre el papel fisiologico de las poliaminas relacionadas con el
aparato reproductor masculino, ha sido tema de gran interés en la comunidad
cientifica. Mucha de la informacién obtenida proviene de experimentos de
laboratorio con animales donde se ha estudiado el metabolismo de las poliaminas en
la prostata, el semen y los testiculos [93].

3.11.1. Testiculos.

Susuki y cols, [94] determinaron la actividad de la poliamina-oxidasa en varios
6rganos humanos. La concentracion de poliaminas fue mayor en el higado, seguido
por la del testiculo (339 £ 280 nmol / g peso humedo por 30 minutos). La elevada
actividad en el testiculo puede estar relacionada con el proceso de espermatogénesis

[95].

3.11.2. Prostata.

En el hombre y en otros mamiferos, la espermina seminal deriva de la glandula
prostatica. [96]. El analisis de las poliaminas en el tejido prostatico de animales
maduros sexualmente revelé que hay grandes cantidades de espermidina y espermina
[97]. Otras observaciones indican que varios l6bulos de la glandula prostatica de
conejo, ratén, cobayo y perro presentan un contenido de espermidina y espermina
dentro del rango que hay en muchos otros tejidos no genitales. Los l6bulos ventral y
dorso-lateral de prostata de rata son depositos de grandes cantidades de espermidina
y espermina, similares a los encontrados en la prostata de humanos [98].

Las enzimas que intervienen en la biosintesis de poliaminas como la ornitina
descarboxilasa (ODC) [99], se han purificado de la prostata de la rata [100] y en
algunos casos de la prostata humana, especialmente la S-adenosilmetionina

descarboxilasa (SAMD) [101].

3.11.3. Semen.



El semen humano normal contiene espermina en concentraciones de 5 a 15 mM
[102, 103], pequefias cantidades de espermidina y [104] baja concentracién de
putrescina, pero facilmente detectables y 1,3-diaminopropano. La relaciéon espermina
/espermidina en el semen humano es supetrior a 12 [105]. El hecho de que la
concentracion de espermina en el semen humano sea mucho mayor que en cualquier
otro tejido y fluido corporal, conduce a diversas especulaciones en cuanto a su papel
fisiolégico. Se encontré que la espermina no afecta a la motilidad de los
espermatozoides humanos y bovinos 7 witro. Otros reportes indican que la
espermina no tiene efecto benéfico, ni perjudicial sobre la motilidad o metabolismo
de los espermatozoides de mamiferos cuando se afiade 7z witro [106]. Algunos
investigadores informaron que la espermina activa la motilidad espermatica de
espermatozoides de humanos y de conejo. [108-109] Se ha obtenido evidencia iz vitro
que la espermina también aumenta la actividad de maltasa seminal, la cual participa
en la degradaciéon del glucégeno y aumenta la utilizacion de glucosa por el
espermatozoide, al mismo tiempo reduce la utilizacion de la fructosa [110].

La adicion de cantidades fisiolégicas de espermina a suspensiones de
espermatozoides causan un aumento de la cantidad de AMPc [110], un nucleétido
que induce la capacitacion en los espermatozoides humanos [111]. El efecto de la
espermina sobre los niveles del AMPc puede ser explicado por que la poliamina
inhibe la actividad de la fosfodiesterasa que hidroliza el AMPc. En especial se esta
prestando particular atencion al caracter antioxidante de las poliaminas y su papel en
procesos inflamatorios, traumaticos, cancer, etc. [112, 113].



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las células germinales son altamente especializadas, cuya funcién es la transferencia
de la informacién genética de una generaciéon a otra. El DNA es el responsable de la
transmision de esa informacion, por lo tanto su fragmentacion conduce a alteraciones
en el proceso reproductivo. A pesar de que hay informacion relacionada con el efecto
de la glucosa sobre el DNA, no hay reportes relacionados con el efecto de la
hiperglucemia sobre el DNA en el proceso de maduracién espermatica.



5. HIPOTESIS.

Las poliaminas putrescina, espermidina y espermina protegen al DNA 7 vitro de la
tragmentacion en condiciones de hiperglucemia.



6. OBJETIVO.

Estudiar la proteccion, zz vitro, del DNA aislado de espermatozoides de diferentes
regiones del epididimo de borrego con las poliaminas: putrescina, espermidina y
espermina en condiciones de hiperglucemia.



7. MATERIALES Y METODOS.

7.1. Material Biol6gico.

Figura 6. Rastro Agropecuario de Milpa Alta de donde fue obtenido el material
biologico (A y B).

Testicale Cola

(abesa Cuerso

Figura 7. Los testiculos de borrego fueron mantenidos en hielo durante el
trayecto del rastro al Laboratorio (A). Las diferentes regiones del epididimo;
cabeza, cuerpo y cola son sefialadas.



Figura 9. Epididimo fraccionado en sus tres partes: cabeza, cuerpo y cola (A, By

©)



Figura 10. Cada region del epididimo fue procesada por separado y los
espermatozoides fueron recuperados por filtracion en gasa (A y B).

Figuras 11. Observacion de las caracteristicas morfologicas de los espermatozoides

de cabeza (A), cuerpo (B) y cola (C) de epididimo de borrego.



7.2. Procedimiento experimental extraccion de DNA.

El DNA es sumamente susceptible a la accién de las desoxirribonucleasas las
cuales estan dondequiera: Las manos, el equipo, las soluciones, etc. Por esta razon
el area de trabajo fue cuidadosamente desinfectada y el material empleado fue
esterilizado y preferentemente desechable.

7.3. Método de extraccion de DNA.

1. Para evitar la contaminacién espermatica por otro tipo de células tales
como linfocitos y células epiteliales, las muestras se sometieron un gradiente
de Ficoll-Paque en condiciones de esterilidad en una campana de flujo
laminar.

2. Los tubos se centrifugaron a 2000 rpm durante 30 minutos a 20 °C.

3. Una vez decantado el sobrenadante, el botéon de células espermaticas fue
lavado dos veces mas con solucion salina estéril y resuspendido en un
agitador (Vortex Genie 2), con 10 ml de Tris-EDTA-SDS-DTT (0.15 M -
0.015 M -2 % - 1 mM) estéril para romper las membranas citoplasmica y
nuclear de acuerdo al procedimiento descrito por Méndez [114], liberando
asi el DNA.

4. Se dejo reposar 30 minutos a temperatura ambiente.

5. Se calenté el homogeneizado 10 minutos a 60 °C en bafio marfa para
desnaturalizar proteinas y se dejo enfriar.

6. Se adicionaron 2.5 ml de NaClO, 5 M estéril para tener una concentracion
final 1 M.

7. Se adicionaron 12.5 ml. de cloroformo y 1.25 ml. de alcohol isoamilico
para extraer los lipidos.

8. Se agit6 la mezcla durante 20 minutos y se centrifugd a 5000 rpm durante
10 minutos.

9. Se separé la parte superior con una pipeta Pasteur y se adicioné un
volumen igual de cloroformo-alcohol isoamilico.

10.Se agit6é 20 minutos y se centrifugd. Este paso se repitié hasta que la fase
intermedia desaparecio.

11.Se adicionaron 2 volumenes de etanol absoluto frio a la fase acuosa para
precipitar el DNA, el cual fue colectado con una varilla de vidrio.

12.La muestra se centrifugo y se deshidrat6 a 37 °C.

13.Finalmente se resuspendi6 la muestra con 35 ml de NaCl 0.154 M estéril.

14.El extracto del DNA fue cuantificado por espectrofotometria ultravioleta
por triplicado para determinar su concentracién, la longitud de onda



utilizada fueron 260 nm y una densidad o6ptica de 1,0 correspondié a una
concentracion de 50 pg de DNA por mlL.

7.4. Procedimiento experimental gel de agarosa.

Después de que el gel polimerizo, se retird el peine y se coloco el gel en la camara
apenas cubriéndolo con el amortiguador. Se aplicaron las muestras (5 pl) en los
pocillos, con solucién de carga (2 pl), se coloco la tapa y se conectd la camara a la
fuente de poder, a 80 volts por 40 minutos. Se pudo confirmar el paso de la
corriente al observar el desprendimiento de burbujas de los electrodos. E1 DNA
migré hacia el anodo. La distancia a la que el DNA habia migrado en el gel pudo
calcularse monitoreando la migracién del colorante indicador azul de bromofenol.

Este colorante migra a una velocidad aproximada a la de fragmentos de DNA
doble hebra de 300 pares de bases.

Cuando la migracién es adecuada, los fragmentos de DNA son visualizados con
bromuro de etidio. Esta molécula fluorescente se intercala entre las bases del
DNA. El bromuro de etidio puede incorporarse al gel o se puede tefiir el gel
después de la corrida sumergiéndolo en una solucién de bromuro de etidio. Para
visualizar el DNA o el RNA, el gel se coloca sobre un transiluminador UV y se
fotografia.

7.5. Evaluacion de DNA.

Una vez extraido el DNA se procedi6 a verificar su calidad en un gel de agarosa al
1% por medio de electroforesis (Mini-Sub Cell GT BIO-RAD) durante 40
minutos a 80 voltios. El gel se tiié con bromuro de etidio, una vez que entra,
cambia de forma y fluorece en con luz ultravioleta. Es mutagénico y por lo tanto
fue manejado con guantes y con mucho cuidado.

7.6. Condiciones experimentales.

Tabla 1. Condiciones experimentales. L.os espermatozoides fueron obtenidos de
las diferentes regiones del epididimo, se obtuvo el DNA, se cuantificé y se ajusté a

200 pg.



Condicion Cabeza Cuerpo Cola
450 pl soln. salina 450 pl soln. salina 450 pl soln. salina
50 pl DNA 50 pl DNA 50 pl DNA
Lectura (Stock) 0.5125 0.1607 0.1268
X 10 5.125 1.607 1.268
S11.0U =50 pg 256.25 pg 80.35 g 63.4 ug
Ajustando a 200 pg de 39l 124.5 pl 157.7 pl
DNA
Soln. Salina 1.0 ml 951 ul 865.5 ul 823.3 ul
Poliaminas 10 mM 10 pl 10 ul 10 ul
Poliamina PM (g mol) 1 Mol / 1 ml (g) 10 pl (mg) Conc. Final (mM)
Espermina 348.2 " 0.348 3.48 10
Espermidina 254.6" 0.254 2.54 10
Putrescina 161.09 ' 0.161 1.61 10

La presencia de DNA de alto peso molecular y no de fragmentos pequefios se
visualiz6 en el fotodocumentador, las imagenes fueron capturadas en el programa

Alphamager 3.241;

Segun la presencia, integridad y calidad del DNA extraido se procedio a realizar la

incubacién del DNA a 35 °C por

30 dias con glucosa 5.5 mM, 6 30 mM,

Poliaminas: (espermina, espermidina y putrescina 10 mM), glucosa 5.5 mM con
poliaminas 10 mM y glucosa 30 mM con poliaminas 10 mM.

Tabla 2. Protocolo de incubacién a 35 °C del DNA de espermatozoides
borrego: cabeza, cuerpo y cola del epididimo.

DNA | DNA y glucosa DNA e DNAy DNA, glucosa DNA e
recién tisiologica hiperglucemia | poliaminas tisiologica y hiperglucemia y
aislado poliaminas poliaminas
Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa
200 pg 5.5 mM 30 mM 5.5 mM 30 mM
Putrescina Putrescina Putrescina
200 pg 10 mM 10 mM 10 mM
Espermidina Espermidina Espermidina
200 pg 10 mM 10 mM 10 mM
Espermina Espermina Espermina
200 pg 10 mM 10 mM 10 mM

Tabla 3. Lectura de absorbancia del DNA a 260 nm de longitud de onda.




Poliaminas sin Glucosa

Espermina | Espermina [ Espermidina | Espermidina | Putrescina [ Putrescina
Basal Experimental Basal Experimental Basal Experimental
Cabeza | 0.18483 0.19096 0.22766 0.26760 0.1742 0.25316
Cuerpo | 0.13477 0.12252 0.16275 0.1922 0.10456 0.18211
Cola 0.23962 0.19339 0.25540 0.26926 0.23368 0.29418
Glucosa 5.5 mM
Espermina | Espermina [ Espermidina | Espermidina | Putrescina [ Putrescina
Basal Experimental Basal Experimental Basal Experimental
Cabeza | 0.19658 0.23147 0.2219 0.2526 0.18494 0.21415
Cuerpo [ 0.11207 0.14825 0.15496 0.18786 0.09766 0.2035
Cola 0.27512 0.25387 0.27633 0.30949 0.22032 0.24671
Glucosa 30 mM
Espermina | Espermina [ Espermidina | Espermidina | Putrescina [ Putrescina
Basal Experimental Basal Experimental Basal Experimental
Cabeza | 0.19572 0.24821 0.17964 0.24605 0.18770 0.23592
Cuerpo [ 0.10320 0.12862 0.16477 0.19418 0.11493 0.18659
Cola 0.24405 0.23969 0.25266 0.27901 0.25509 0.25200




8. RESULTADOS.

Con la idea de seguir una secuencia, se presentan primero los resultados de los
estudios electroforéticos y después los estudios de espectroscopia ultravioleta del
DNA en estado nativo y después de haber sido sometido a las diferentes
condiciones experimentales.

8.1. Integridad del DNA recién aislado de espermatozoides obtenidos de
epididimo de borrego por electroforesis en gel de agarosa.

En la Figura 15 se muestra la integridad del DNA recién aislado obtenido de
espermatozoides de las tres regiones del epididimo. Como puede apreciarse el
DNA pudo obtenerse altamente polimerizado utilizando una metodologia sencilla
y rapida. En ninguno de los casos se observé fragmentacion.

Cabeza Cuerpo  Cola

Figura 15. La integridad del DNA recién aislado obtenido de espermatozoides de
borrego: cabeza, cuerpo y cola del epididimo fue visualmente corroborada por
electroforesis en agarosa al 1.0 %, utilizando bromuro de etidio.

8.2. Integridad del DNA recién aislado obtenido de espermatozoides de
cabeza, cuerpo y cola del epididimo por electroforesis en gel de agarosa
incubado con glucosa 5.5 mM y 30 mM.

En la Figura 16 (Dia cero) se observéd que las bandas de DNA estan integras, no
se observo fragmentacion o degradacion del DNA cuando se mezcla con glucosa
e inmediatamente se somete a electroforesis.

Cabeza
Cuerpo

S 3
Glucosa 5.5 mM 30 mM

Figura 16. DNA de espermatozoides de borrego aislado de cabeza, cuerpo y cola
de epididimo con glucosa 5.5 mM y 30 mM (Dia cero).

8.3. Integridad del DNA recién aislado obtenido de espermatozoides de
cabeza, cuerpo y cola del epididimo por electroforesis en gel de agarosa
incubado con las poliaminas espermina, espermidina y putrescina 10 mM.



En la Figura 17 (Dia cero) se observé que las bandas de DNA estan integras, no
se observé fragmentacion o degradacion del DNA cuando se mezcla con
poliaminas e inmediatamente se somete a electroforesis.
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Figura 17. DNA de espermatozoides de borrego aislados de cabeza, cuerpo y cola
de epididimo con poliaminas: espermina, espermidina y putrescina 10 mM (Dia
cero).

8.4. Integridad del DNA recién aislado obtenido de espermatozoides de
cabeza, cuerpo y cola del epididimo por electroforesis en gel de agarosa
incubado con glucosa 5.5 mM y con las poliaminas espermina, espermidina
y putrescina 10 mM.

En la Figura 18 (Dia cero) se observo que las bandas de DNA estan integras, no
se observo fragmentacion o degradacion del DNA cuando se mezcla con glucosa
5.5 mM y poliaminas e inmediatamente se somete a electroforesis.
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Figura 18. DNA de espermatozoides de borrego aislado de cabeza, cuerpo y cola
de epididimo con glucosa 5.5 mM y con poliaminas: espermina, espermidina y
putrescina 10 mM (Dia cero).

8.5. Integridad del DNA recién aislado obtenido de espermatozoides de
cabeza, cuerpo y cola del epididimo incubado con glucosa 30 mM y con las
poliaminas espermina, espermidina y putrescina 10 mM.



Figura 19. DNA de espermatozoides de borrego aislado de cabeza, cuerpo y cola
de epididimo con glucosa 30 mM y con poliaminas: espermina, espermidina y
putrescina 10 mM (Dia cero).
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Figura 19. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de cabeza, cuerpo y
cola del epididimo con glucosa 30 mM y con poliaminas: espermina, espermidina y
putrescina 10 mM (Dfia cero).

8.6. Aspectos comparativos de la electroforesis del DNA obtenido de
espermatozoides de cabeza, cuerpo y cola del epididimo con glucosa 5.5
mM y 30 mM.

En la Figura 20 se observo que las bandas de DNA estan integras, no se observo
fragmentacion del DNA después de 30 dfas de incubacién a 35 °C, en presencia de
las dos concentraciones de glucosa estudiadas.
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Figura 20. DNA de espermatozoides de borrego de cabeza, cuerpo y cola de
epididimo incubado durante 30 dfas a 35 °C, con glucosa 5.5 mM y 30 mM.

8.7. Aspectos comparativos de la electroforesis del DNA obtenido de
espermatozoides de cabeza, cuerpo y cola del epididimo en presencia de
poliaminas.
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Figura 21. DNA de espermatozoides de borrego de cabeza, cuerpo y cola de
epididimo incubado 30 dias a 35 °C, con las poliaminas espermina, espermidina y
putrescina 10 mM. No se observo fragmentacion.

8.8. Aspectos comparativos de la electroforesis del DNA obtenido de
espermatozoides de cabeza, cuerpo y cola del epididimo en presencia de
glucosa 5.5 mM y poliaminas.
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Figura 22. DNA de espermatozoides de borrego: cabeza, cuerpo y cola de
epididimo incubado a 35 °C, con glucosa 5.5 mM vy las poliaminas: espermina,
espermidina y putrescina 10 mM (30 dias). No se observé fragmentacion.

8.9. Aspectos comparativos de la electroforesis del DNA obtenido de
espermatozoides de cabeza, cuerpo y cola del epididimo en presencia de
glucosa 30 mM y poliaminas.
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Figura 23. DNA de espermatozoides de borrego: cabeza, cuerpo y cola de
epididimo incubado 30 dias a 35 °C, con glucosa 30 mM y con poliaminas:
espermina, espermidina y putrescina 10 mM. No se observé fragmentacion.

8.10. Aspectos comparativos de la electroforesis del DNA obtenido de
espermatozoides de cola del epididimo incubado con glucosa 5.5 mM y 30
mM y poliaminas por 180 dias.

En la Figura 24 se observo fragmentacion del DNA aislado de espermatozoides
obtenidos de cola del epididimo. E1 DNA fue incubado por 180 dias a 35 °C con
glucosa 5.5 mM y 30 mM y poliaminas: espermina, espermidina y putrescina 10
mM. Se observé que las poliaminas tienen un efecto protector contra la
degradacion del DNA. Este efecto es mas notable para la espermina, seguido por
la espermidina y menor grado por la putrescina.
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Figura 24. DNA de espermatozoides de borrego obtenido de cola de epididimo
incubado a 35°C, con glucosa 5.5 mM y 30 mM y con poliaminas: espermina,
espermidina y putrescina 10 mM durante 180 dfas. El control es una muestra de
DNA que no se traté con glucosa ni poliaminas.

ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA.



8.11. Espectros de absorcion a 260 nm del DNA obtenido de
espermatozoides de diferente region del epididimo recién aislado en
condiciones basales y experimentales.

Los espectros de absorcion, registrados en la region ultravioleta, del DNA aislado
de espermatozoides de diferente region del epididimo, que fue incubado con
glucosa 5.5 mM y 30 mM en condiciones basales e incubado durante 30 difas sin y
con poliaminas se presentan en una serie de figuras que van desde la Figura 25
hasta la Figura 57. Se observan cambios importantes en los patrones
espectroscopicos, especificamente a 260 nm en las diferentes condiciones
experimentales estudiadas. Mientras que no se observaron cambios en el tiempo
basal, a los 30 dias de incubacion se present6 un incremento en la absorbancia con
glucosa 5.5 mM.
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Figura 25. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cabeza del epididimo +
glucosa 5.5 mM Basal y Experimental.
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Figura 26. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos del cuerpo del epididimo +
glucosa 5.5 mM Basal y Experimental.
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Figura 27. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cola del epididimo + glucosa
5.5 mM Basal y Experimental.
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Figura 28. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cabeza del epididimo +
glucosa 30 mM Basal y Experimental
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Figura 29. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos del cuerpo del epididimo +
glucosa 30 mM Basal y Experimental.
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Figura 30. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cola del epididimo + glucosa
30 mM Basal y Experimental.
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Figura 31. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cabeza del epididimo +
espermina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 32. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cabeza del epididimo +
espermidina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 33. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cabeza del epididimo +
putrescina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 34. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos

de la cabeza del epididimo +
glucosa 5.5 mM + espermina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 35. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cabeza del epididimo +
glucosa 5.5 mM + espermidina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 36. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cabeza del epididimo +
glucosa 5.5 mM + putrescina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 37. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cabeza del epididimo +
glucosa 30 mM + espermina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 38. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cabeza del epididimo +
glucosa 30 mM + espermidina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 39. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cabeza del epididimo +
glucosa 30 mM + putrescina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 40. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos del cuerpo del epididimo +
espermina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 41.

DNA de espermatozoides de borrego obtenidos del cuerpo del epididimo +
espermidina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 42. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos del cuerpo del epididimo +
putrescina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 43. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos del cuerpo del epididimo +
glucosa 5.5 mM + espermina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 44. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos del cuerpo del epididimo +
glucosa 5.5 mM + espermidina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 45. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos del cuerpo del epididimo +
glucosa 5.5 mM + putrescina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 46. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos del cuerpo del epididimo +
glucosa 30 mM + espermina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 47. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos del cuerpo del epididimo +
glucosa 30 mM + espermidina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 48. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos del cuerpo del epididimo +

glucosa 30 mM + putrescina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 49. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cola del epididimo +
espermina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 50. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cola del epididimo +
espermidina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 51. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cola del epididimo +
putrescina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 52. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cola del epididimo + glucosa
5.5 mM + espermina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 53. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cola del epididimo +glucosa
5.5 mM + espermidina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 54. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cola del epididimo +glucosa
5.5 mM + putrescina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 55. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cola del epididimo + glucosa
30 mM + espermina 10 mM Basal y Experimental.
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Figura 56. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cola del epididimo +glucosa
30 mM + espermidina 10 mM Basal y Experimental
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Figura 57. DNA de espermatozoides de borrego obtenidos de la cola del epididimo + glucosa
30 mM + putrescina 10 mM Basal y Experimental.



8.12. Cambios observados en los patrones de absorcién del DNA en las dos
condiciones experimentales estudiadas.

De los espectros de absorcion registrados en la region ultravioleta, del DNA aislado de
espermatozoides de las diferentes regiones del epididimo en condiciones basales y en
condiciones experimentales a 30 dias, se tomo la lectura de absorbancia a 260 nm y se
presentan en los Tablas 4, 5, 6 y 7. De manera grafica se presentan de la Figura 58 a la
ol.

8.13. Efecto de la glucosa sobre la absorcion del DNA a 260 nm.

Los cambios observados en los patrones espectroscopicos a 260 nm en las diferentes
condiciones experimentales estudiadas son evidentes a los 30 dfas de incubacién. La
absorbancia aument6 con las dos concentraciones de glucosa utilizadas (Tabla 4, Figura

58).

Tabla 4. Valores de absorbancia, registrada a 260 nm, del DNA aislado de
espermatozoides de cabeza, cuerpo y cola del epididimo, incubado con glucosa 5.5 y 30
mM en el tiempo basal (tiempo cero) y experimental (30 dias).

Glucosa 5.5 mM 5.5 mM 30 mM 30 mM
Basal Experimental Basal Experimental
Cabeza 0.18449 0.18776 0.19071 0.31553
Cuerpo 0.14932 0.23232 0.11543 0.22111
Cola 0.23052 0.33300 0.23457 0.28587
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Figura 58. Grafica de barras que muestra el efecto de la glucosa sobre el DNA
aislado de espermatozoides obtenidos de la cabeza, cuerpo y cola del epididimo,
incubados por 30 dias a 35°C. La absorbancia fue registrada a 260 nm. El aumento
en la absorbancia se da principalmente con el DNA de espermatozoides del
cuerpo y cola de epididimo mas glucosa 5.5 mM. El aumento en la absorbancia se
observo con el DNA de espermatozoides de cabeza, cuerpo y cola de epididimo
mas glucosa 30 mM. Sin embargo, la absorbancia es evidentemente mayor en el
DNA de cabeza del epididimo a esta concentracion.

8.14. Efecto de las poliaminas espermina, espermidina y putrescina sobre la
absorcion del DNA a 260 nm.

Absorbancia registrada a 260 nm del DNA aislado de los espermatozoides
obtenidos de las diferentes regiones del epididimo, se incub6 por 30 dfas con las
poliaminas espermina, espermidina y putrescina. Se observé aumento de la
absorbancia del DNA aislado de espermatozoides de cabeza de epididimo
incubado con espermina, espermidina y putrescina 10 mM. Por otro lado,
disminuyé la absorbancia registrada a 260 nm del DNA aislado de
espermatozoides de cuerpo y cola de epididimo, incubado con espermina y
aument6 la absorbancia del DNA con espermidina y putrescina 10 mM tanto en
cuerpo como en cola de epididimo Tabla 5, Figura 59).

Tabla 5. Valores de absorbancia, registrada a 260 nm, del DNA aislado de
espermatozoides de cabeza, cuerpo y cola del epididimo con concentraciones de
poliaminas espermina, espermidina y putrescina 10 mM en el tiempo basal (tiempo
cero) y experimental (30 dfas).

Poliaminas sin Glucosa

Espermina| Espermina |Espermidina| Espermidina |Putrescina| Putrescina
Basal |Experimental Basal Experimental| Basal [Experimental
Cabeza | 0.18483 0.19096 0.22766 0.26760 0.1742 0.25316
Cuerpo| 0.13477 0.12252 0.16275 0.1922 0.10456 0.18211
Cola | 0.23962 0.19339 0.25540 0.26926 0.23368 0.29418
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Figura 59. Grafica de barras que muestra los cambios en la absorbancia a 260 nm
del DNA aislado de cabeza, cuerpo y cola del epididimo, incubados por 30 dias a
35 °C, con poliaminas espermina, espermidina y putrescina 10 mM. La
absorbancia del DNA de espermatozoides de cuerpo y cola del epididimo
disminuy6 cuando se utilizo espermina, pero aument6 la absorbancia del DNA de
espermatozoides de la cabeza del epididimo. La espermina, espermidina y la
putrescina aumentaron la absorbancia en el DNA de espermatozoides de cuerpo y
cola del epididimo.

8.15. Efecto de la glucosa 5.5 mM y de las poliaminas sobre la absorcion del
DNA a 260 nm.

Absorbancia registrada a 260 nm del DNA aislado de los espermatozoides
obtenidos de las diferentes regiones del epididimo, se incub6 por 30 dias con
glucosa 5.5 mM vy con las poliaminas espermina, espermidina y putrescina. Se
observo aumento de la absorbancia del DNA aislado de espermatozoides de
cabeza de epididimo incubado con espermina, espermidina y putrescina 10 mM.
Se observé aumento de la absorbancia del DNA aislado de espermatozoides de
cuerpo de epididimo incubado con espermina, espermidina y putrescina 10 mM.
Se observé aumento de la absorbancia del DNA aislado de espermatozoides de
cola de epididimo incubado con espermidina y putrescina 10 mM y disminucién
de la absorbancia con espermina 10 mM (Tabla 6, Figura 60).



Tabla 6. Valores de absorbancia, registrada a 260 nm del DNA aislado de
espermatozoides de cabeza, cuerpo y cola del epididimo con concentraciones de
glucosa 5.5 mM y de poliaminas espermina, espermidina y putrescina 10 mM en el

tiempo basal (tiempo cero) y experimental (30 dias).

Glucosa 5.5 mM
Espermina| Espermina |Espermidina| Espermidina |Putrescina| Putrescina
Basal |Experimental Basal Experimental| Basal [Experimental
Cabeza| 0.19658 0.23147 0.2219 0.2526 0.18494 0.21415
Cuerpo| 0.11207 0.14825 0.15496 0.18786 0.09766 0.2035
Cola | 0.27512 0.25387 0.27633 0.30949 0.22032 0.24671
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Figura 60. Grafica de barras que muestra los cambios en la absorbancia a 260 nm
del DNA aislado de espermatozoides obtenidos de cabeza, cuerpo y cola del
epididimo, incubados por 30 dfas a 35 °C, con glucosa 5.5 mM y poliaminas
espermina, espermidina y putrescina 10 mM.

8.16. Efecto de la glucosa 30 mM y de las poliaminas sobre la absorcion del
DNA a 260 nm.

Absorbancia registrada a 260 nm del DNA aislado de los espermatozoides
obtenidos de las diferentes regiones del epididimo, se incub6 por 30 dias con
glucosa 30 mM y con las poliaminas espermina, espermidina y putrescina. Se
observé aumento de la absorbancia del DNA aislado de espermatozoides de



cabeza y cuerpo de epididimo incubado con espermina, espermidina y putrescina

10 mM. Se observd aumento de la absorbancia del DNA

ai

slado de

espermatozoides de cola de epididimo incubado con espermidina 10 mM vy
disminucion de la absorbancia con espermina y putrescina 10 mM (Tabla 7, Figura

61).

Tabla 7. Valores de absorbancia, registrada a 260 nm, del DNA aislado de
espermatozoides de cabeza, cuerpo y cola del epididimo con glucosa 30 mM vy
concentraciones de poliaminas espermina, espermidina y putrescina 10 mM en el
tiempo Basal (tiempo cero) y experimental (30 dias).

Glucosa 30 mM
Espermina| Espermina [Espermidina| Espermidina [Putrescina| Putrescina
Basal Experimental Basal Experimental Basal Experimental
Cabeza| 0.19572 0.24821 0.17964 0.24605 0.18770 0.23592
Cuerpo| 0.10320 0.12862 0.16477 0.19418 0.11493 0.18659
Cola 0.24405 0.23969 0.25266 0.27901 0.25509 0.25200
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Figura 61. Grafica de barras que muestra los cambios en la absorbancia a 260 nm
del DNA aislado de espermatozoides de cabeza, cuerpo y cola del epididimo,
incubados con glucosa 30 mM y poliaminas espermina, espermidina y putrescina
10 mM por 30 dias a 35 °C.




9. DISCUSION.

La deficiencia absoluta o relativa de insulina afecta a un alto porcentaje de la
poblaciéon mundial. Aunque esta deficiencia es suplida por inyecciéon o mejorada a
través de la dieta o por el uso de hipoglucemiantes, estos tratamientos no
previenen completamente el desarrollo de complicaciones crénicas que afectan los
ojos, rifilones, nervios y en general, el sistema circulatorio.

El acelerado deterioro de los grandes vasos por la diabetes, puede ser debido a un
mecanismo patolégico involucrando de manera sinérgica  hiperlipidemias,
cambios en plaquetas y pared arterial, entre otras anormalidades [108, 115]. El
sistema reproductor no escapa a las consecuencias de la diabetes. Varias
anormalidades reproductivas asociadas con este sindrome ocurren tanto en la
mujer como en el hombre. En el varén las alteraciones mas comunes en diabetes
son la impotencia, que involucra la carencia o disminucién de la libido, cambios en
el coito y eyaculacion retrograda.

Entre los estudios llevados a cabo en hombres diabéticos sobresale el de Rubin y
Babot [116], quienes en 1958, reportaron que el 55% de los pacientes diabéticos
que estudiaron sufrieron de disfuncion eréctil. Otros investigadores en 1963 [117]
seleccionaron pacientes con diabetes mellitus tipo 1 y los agruparon en dos
grupos; aquellos que tenfan por arriba de 9.3 anos con diabetes e impotencia y el
resto por arriba de 4.3 afios de ser diabéticos pero sin impotencia. Los estudios de
laboratorio del primer grupo de pacientes revelaron en el 60% excreciéon urinaria
de gonadotropinas, y en algunos de ellos, las biopsias mostraron engrosamiento de
la membrana basal de los tubulos seminiferos y espermatogénesis anormal. Este
estudio concluyé que la impotencia y la infertilidad son debidas a hipogonadismo
hipogonadotrépico.

El factor neurolégico causante de problemas eréctiles en hombres diabéticos
también ha sido estudiado [118]. Las pruebas hormonales y vasculares han
mostrado que en la diabetes, la impotencia puede tener un origen neuropatico
urogenital. Desde el punto de vista de los parametros endocrinos, se considera
importante el aspecto endocrinolégico de los pacientes diabéticos, para recuperar
el funcionamiento del eje hipotalamo-hipo6fisis-gonada.

En el paciente diabético, las gonadotropinas séricas no muestran un patron
constante. Los valores de la hormona luteinizante y de la hormona foliculo-
estimulante se han encontrado normales en algunos pacientes [119-121]; niveles
disminuidos de LH [122], y también se ha reportado aumento en la relacion



hormona luteinizante / hormona foliculo-estimulante [123]. En pacientes
diabéticos con impotencia organica primaria, los niveles de hormona foliculo-
estimulante y hormona luteinizante han sido elevados, pero no de manera
significativa [124].

Hubo elevados niveles de prolactina en pacientes con diabetes de larga evolucion

[125].

La testosterona muestra un patron diferente si es medida como testosterona total
o testosterona libre. La testosterona total disminuyé en pacientes con diabetes por
periodos largos de tiempo, mientras que aquellos con una duraciéon de 6 a 9 afios
tuvieron valores elevados. Sin embargo, la testosterona libre esta disminuida en
todos los pacientes diabéticos, independientemente de la duraciéon de la
enfermedad. La baja concentracién de testosterona en el suero de pacientes
diabéticos es un indicador de cambios en el metabolismo de andrégenos
testiculares. La disminucién sérica de testosterona o en los tejidos testiculares es
debida a un nimero disminuido de células de Leydig, que resulta del efecto
deletéreo de la diabetes mellitus.

De acuerdo al grado de la lesién, el epitelio seminifero fue reducido a nivel de
espermatide. La pared mostro fibrosis periférica y hialinizacion. Los cambios en la
funcién de las células de Sertoli, seguidos por cambios en las células germinales del
epitelio son, también, resultado de menor sintesis de testosterona en los pacientes
diabéticos. En adicion, los cambios en la sintesis de androgenos y la deficiencia de
la sintesis de testosterona, reflejan alteraciones en la espermatogénesis y la
secrecion por la prostata y las glandulas sexuales accesorias en hombres diabéticos,
seguido por una inadecuada morfologfa, maduracién y movilidad espermatica.

Las caracteristicas del semen son los parametros mas importantes de la funcién de
las gonadas y de las glandulas accesorias. A este respecto, varios estudios han sido
llevados a cabo sobre la calidad del semen en hombres diabéticos [126-129]. Entre
los hallazgos mas relevantes son la pobre calidad del eyaculado [130, 131],
movilidad disminuida del esperma hasta en 50% [132, 133], aumento en el tamafio
del flagelo espermatico [134] y disminucion en el volumen del fluido seminal, por
arriba del 39 % en pacientes con neuropatia diabética [135].

Aunque la patogénesis de la diabetes en el testiculo humano es desconocida, se ha
sugerido que la funcién de las células de Leydig y de Sertoli es mantenida por la
insulina [136]. Esta hormona promueve la secrecion de la proteina transportadora
de andrégenos y transferrina en las células de Sertoli de rata aisladas y mantenidas



en cultivo [137]. La funcién de estas células es anormal en animales diabéticos y
algunos experimentos han revelado un efecto estimulante por insulina sobre la
esteroidogénesis y la sintesis de testosterona [138]. La presencia de receptores de
insulina en las células de Leydig ha sido demostrada, asi como su disminucién en

animales diabéticos [139, 140].

Poco se sabe de la accion de insulina sobre la movilidad espermatica y el
metabolismo. La concentracion de insulina seminal es 2.4 veces mas alta que en la
sangre [127, 141]. No hay diferencias importantes en la insulina sanguinea y en
plasma seminal en hombres normospérmicos, oligozoospérmicos [142] vy
azoospérmicos [143]. Por lo tanto, se ha propuesto que la determinacion de la
hormona en este fluido biolégico no puede ser usada como indicador de la calidad
y capacidad fertilizante del semen. Todo esto parece indicar que la insulina juega
un papel importante en la regulaciéon de la fertilidad masculina.

Por otro lado, es bien conocido que en la liberaciéon de insulina estan involucradas
varias moléculas, entre ellas la glucosa [144], L-arginina y las poliaminas [145]. La
putrescina es el precursor en la sintesis de espermina y espermidina. Su formacion
es catalizada por la ornitina descarboxilasa, cuya actividad fue previamente
demostrada en espermatozoides de rata [146] y en espermatozoides humanos

eyaculados [147].

La arginasa es la enzima que provee de ornitina para la formacién de putrescina en
tejidos extrahepaticos [148]. La actividad de esta enzima ha sido demostrada en
espermatozoides, tanto eyaculados como obtenidos del epididimo de borrego

[149].

La actividad de la arginasa es mayor en los espermatozoides de la cabeza del
epididimo, comparada con la de espermatozoides de las otras regiones del
epididimo, incluyendo las del eyaculado. La presencia de esta enzima se asocia
con la sintesis de poliaminas, moléculas que han sido relacionadas con la
regulacién de la movilidad espermatica, pero que también se asocian con la
estabilizacion del DNA, contribuyendo con las histonas y las protaminas, ambas
proteinas ricas en arginina, a su estructuracién y compactacion. Las histonas
contienen hasta 80-85% de arginina y participan en la formacién de nucleosomas,
permitiendo una relaciéon de empaquetamiento de 8000:1 para el espermatozoide
humano, mientras que las protaminas contienen 36% de arginina vy
consecuentemente también se relacionan con la estructuracion de la cromatina, al
tener propiedades policationicas.



Aunque los grupos amino primarios de los nucleétidos son quimicamente menos
reactivos hacia los carbohidratos reductores que el grupo amino de la lisina en las
proteinas. Se ha observado glicaciéon de las bases nitrogenadas que constituyen a
los acidos nucleicos la cual provoca anormalidades en el patrén del DNA [150].
Por otro lado, las propiedades espectroscopicas de los derivados de los productos
tinales de glicacion avanzada-DNA (AGEs-DNA), son similares a las observadas
en las proteinas glicadas. I.a informacion que existe sobre los efectos de la
glicacion de los acidos nucleicos, especificamente en el DNA, proviene de
estudios de transfeccion de material genético viral a Escherichia coli, en los que se ha
visto una pérdida potencial de transfeccion atribuida a la glicaciéon del DNA.

Por su larga vida media, se piensa que 7 vivo el DNA podria acumular de manera
progresiva productos de glicacion, especificamente AGEs. Tal acumulacién podria
ser responsable de los cambios dependientes de la edad en el material genético,
que incluyen aberraciones cromosomicas, ruptura de cadenas del DNA y una
declinacién de los procesos de reparacion, replicacion y transcripcion [151]. En
condiciones de hiperglucemia estos procesos pueden acelerarse y dar como
resultado un “envejecimiento celular” temprano.

La glicacion de los acidos nucleicos puede ser responsable del aumento en la
frecuencia de anormalidades congénitas, en hijos de madres diabéticas. La
exposicion del embrion a altas concentraciones de glucosa podria conducir a una
mayor reaccion de la glucosa con el DNA, en etapas criticas del desarrollo, que
causarfa ruptura cromosémica y mutagénesis. Sin embargo, aunque las
malformaciones congénitas son 2 a 3 veces mas frecuentes en infantes de madres
con diabetes, todavia no se propone un mecanismo que explique este hecho [152].

En este estudio llevado a cabo a dos tiempos diferentes, considerados uno de
corta exposicion (30 dfas) y otro de larga exposicion (180 dias) del DNA a glucosa,
en una concentracion fisiolégica y una simulando hiperglucemia, se observaron
cambios importantes tanto por analisis del DNA en la region ultravioleta (30 dias),
como por electroforesis en gel de agarosa (180 dias).

Cuando la incubacién del DNA se llevé a cabo por 30 dfas con dos
concentraciones de glucosa (5.5 mM y 30 mM) en presencia de las poliaminas
putrescina, espermidina y espermina (10 mM), no se observé fragmentacion del
DNA; sin embargo, cuando la incubaciéon se llevé a cabo por 180 dias la
tragmentacion del DNA fue evidente (Figura 24). El grado de fragmentacion del
DNA espermatico vari6, dependiendo de la region epididimaria de donde fueron
obtenidos los espermatozoides. E1 DNA aislado de espermatozoides de cola de



epididimo con glucosa 30 mM, fue mas sensible a la degradacién aun en presencia
de las poliaminas.

La degradacion del DNA, vista por electroforesis en gel de agarosa, revel6é que el
efecto de la glucosa fue mayor con glucosa 30 mM, que simul6 las condiciones de
hiperglucemia, pero la degradacion del DNA también se observé, aunque en
menor grado, con glucosa 5.5 mM, aun en presencia de las poliaminas. Por lo que
se puede concluir que las poliaminas espermina y espermidina protegen al DNA
espermatico y que aun cuando el DNA se degrada en condiciones de
hiperglucemia, si hay un efecto protector de las poliaminas y que este efecto es
mayor para la espermina, seguida de la espermidina y en menor grado por la
putrescina. Este efecto podtia ser debido a la presencia de cuatro grupos amino en
la espermina. Este hallazgo podria también indicar que la actividad antiglicante
depende del nimero de grupos amino, ya que durante la glicacién ocurre una
competencia con los grupos amino libres de las bases nitrogenadas. Se ha
propuesto que las poliaminas son capaces de formar bases de Schiff con los
grupos carbonilo de azucares de cadena abierta, fragmentos dicarbonilo,
productos de Amadori o con intermediarios post-Amadori, inhibiendo asi la
formacion de productos finales de glicacion avanzada, como ha sido demostrado
en la formacién zz vitro de la pirralina [153]. La formacion de algun compuesto de
estructura ciclica con residuos de lisina o arginina de proteinas que permanecen
fuertemente unidas al DNA y que contribuirian al aumento en la absorbancia,
observada a 260 nm, puede ser posible, sin embargo; este aspecto no fue
investigado.

Por otro lado, se ha informado que durante el transporte de los espermatozoides a
través del epididimo se puede producir fragmentaciéon del DNA espermatico. Uno
de los mecanismos principales es el relacionado con la produccién de radicales
libres, ya sea por espermatozoides inmaduros o por las células epiteliales del
epididimo, que dafan directamente el material genético del espermatozoide.
Ademas, la activacion de caspasas y endonucleasas espermaticas, por factores
toxicos y temperaturas elevadas, también puede inducir fragmentaciéon del DNA.

Numerosos autores han demostrado que el estrés oxidativo, juega un papel
preponderante en la etiologia de la infertilidad masculina [154]. La produccion
elevada de especies reactivas del oxigeno se asocia a una pérdida de la funcion
espermatica, a través de mecanismos que incluyen lipoperoxidaciéon de
membranas, alteraciones del metabolismo, movilidad y capacidad fecundante de
los espermatozoides [155, 156]. Se ha demostrado que el estrés oxidativo afecta
directamente la integridad genémica de los espermatozoides, induciendo



entrecruzamiento de la cromatina, oxidaciéon de bases nitrogenadas y ruptura de

las cadenas polinucleotidicas del DNA [157].

Se ha propuesto que las poliaminas espermina y espermidina, en concentraciones
milimolares, son “apagadores” fisicos del singulete de oxigeno molecular ('O,), y
protegen al DNA del ataque de este radical que afecta especificamente residuos de
guanina durante el proceso de replicacion en Escherichia coli [158]. A este respecto
podemos hipotetizar que en este estudio, las poliaminas protegieron al DNA del
efecto de los radicales libres, generados por la posible auto-oxidaciéon de glucosa,
cuando el DNA fue incubado por 180 dias en condiciones de hiperglucemia, ya
que existen reportes en la literatura que sugieren que la espermina es el principal
compuesto intracelular capaz de proteger al DNA del ataque de los radicales libres
[159].

Finalmente, consideramos que los resultados de este estudio contribuyen al
entendimiento del papel que las poliaminas espermina, espermidina y putrescina
juegan en la fisiologia reproductiva en condiciones normales y cémo estas
pequefias moléculas pueden contribuir a prevenir el dafio al DNA espermatico en
condiciones de hiperglucemia.



10. CONCLUSIONES.

De este estudio se concluye que cuando el DNA espermatico fue expuesto, tanto
a la concentraciéon fisiolégica de glucosa equivalente a 5.5 mM, como a la
concentracion de glucosa 30 mM por un periodo de 30 dias, presenté cambios en
sus propiedades espectroscopicas a 260 nm, sin llegar a la fragmentacién, como
pudo ser corroborado por electroforesis en gel de agarosa. Sin embargo, cuando el
DNA fue expuesto por 180 dias a la concentraciéon de glucosa de 30 mM,
considerada como condicién de hiperglucemia, si hubo dafio al DNA. Este dafio
fue evidenciado por fragmentacion vista por electroforesis en gel de agarosa y por
la modificaciéon en los patrones de absorciéon en la regiéon ultravioleta,
especificamente en la absorbancia a 260 nm a los 30 dfas.

El DNA aislado de espermatozoides de cola de epididimo fue mas sensible a la
accion de la glucosa 30 mM cuando la incubacion se llevé a cabo por 180 dias.

En las condiciones de este estudio la fragmentacion fue parcialmente inhibida por
las poliaminas, particularmente por la espermina y la espermidina, en menor grado
por la putrescina, siendo la espermina la que mostr6 el mejor efecto protector del
DNA, pero sin lograr evitar totalmente la fragmentacion. El efecto protector de la
espermina y la espermidina puede estar relacionado con sus propiedades
policatiénicas al contener un mayor numero de grupos amino. Esta observacion
puede explicar, parcialmente, los requerimientos tan elevados de poliaminas en el
semen, particularmente de espermina cuyas concentraciones se reportan de 5a 15
mM en el semen humano.
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12. ANEXO.

12.1. Electroforesis.

La electroforesis es una de las técnicas mas usadas en bioquimica y biologia
molecular, se usa para separar y a veces purificar macromoléculas; especialmente
proteinas y acidos nucleicos, que difieren en tamafio, carga o conformacion.

Cuando las moléculas cargadas son sometidas a un campo eléctrico, migran hacia el
polo positivo (anodo) o negativo (catodo) de acuerdo a su carga.

Cathode (=)

_Hnude (+)
Figura 62. Campo eléctrico.

Mientras que las proteinas pueden tener carga neta positiva o negativa, los acidos
nucleicos tienen carga negativa debida a sus grupos fosfato y migran hacia el anodo.
La electroforesis de proteinas y acidos nucleicos se realiza en una matriz o “gel de
agarosa”. El gel tiene “pocillos” para cargar la muestra, se sumerge en un
amortiguador adecuado de electroforesis que provee iones para mantener una
corriente y el pH a un valor relativamente constante.

12.2. Electroforesis de DNA en gel de agarosa.

La agarosa es un polisacarido extraido de un alga, se usa a concentraciones de 0.5 al 2
%. A mayor concentracion de agarosa se obtiene un gel mas consistente. Los geles de
agarosa se prepararon mezclando agarosa en polvo con una solucién amortiguadora,
se fundio con calor y se vertio en el “molde”.

Los geles de agarosa tienen un amplio rango de separacion, pero un poder de
resolucion relativamente bajo. Variando la concentraciéon de agarosa se pueden

separar fragmentos de DNA desde unas 200 a 50000 pares de base.



El equipo y materiales necesarios para una corrida electroforética en un gel de agarosa
tueron:

- Una camara de electroforesis

- Una fuente de poder

- Un peine para formar “pocillos” donde se ponen las muestras.

- Un amortiguador de electroforesis, normalmente Tris-acetato-EDTA (TAE) o Tris-
borato- EDTA (TBE).

- Amortiguador de carga azul de bromofenol 0.1 % + glicerol al 15 %

Amortiguador de carga, el cual contenia glicerol para aumentar la densidad y permitir
que la muestra se deposite en los pocillos, ademas azul de bromofenol que migra en
el frente del gel lo que permite monitorear hasta donde ha corrido la muestra.

* Bromuro de etidio, un compuesto fluorescente que permite ver los acidos nucleicos.
* Transiluminador (con luz ultravioleta).
. Analizador de imagenes.

Pouring agarose

Ready to run

Figura 63. Equipo de electroforesis empleado en la separacion de DNA utilizando gel
de agarosa al 1 %.

12.3. Migracion de los fragmentos de DINA en gel de agarosa.

Los fragmentos de DNA lineal migran a través de los geles de agarosa con una
movilidad inversamente proporcional al logi de su masa molecular. Entre los
diferentes factores que afectan la movilidad de los fragmentos de DNA en geles de
agarosa y que puede modificarse para optimizar la separacién de los fragmentos esta:
La concentracion de agarosa: Al correr geles con diferente concentracion de agarosa
se pueden resolver fragmentos de DNA de diferentes tamafios, como se muestra en
la Figura 18.
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Figura 64.- Patrones electroforéticos del DNA con diferente concentracion de

agarosa.
12.4. Reactivos.
1. Alcohol etilico absoluto Sigma E-7023
2. Alcohol isoamilico Sigma 405-7
3. Ditiotreitol (DTT) Sigma D-0632
4. EDTA Sigma E-9884
5. Ficoll-Paque Sigma 1077-1
6. Glucosa Sigma G-5250
7. Trizma-Base Sigma T-1503
8. Dodecil sulfato de sodio (SDS) Sigma 1.-4509
9. Poliaminas
Espermina Sigma S-2876
Espermidina Sigma S-2501
Putrescina ICN 20937
10.Cloruro de sodio Merck 6404
11.Hidroxido de sodio Merck 1.06498
12.Cloroformo Amresco 0757
13.Agarosa Promega V-3121

14.Bromuro de etidio
15.HCLO,



12.5. Material de Laboratorio.

Estuche de diseccion.

Gasas estériles.

Jeringas desechables de 5, 10 y 20 ml
Pipetas Pasteur estériles

Tubos de centrifuga estériles de 50 ml
Vasos de precipitado

Matraz Erlemeyer de 250 mL

Viales de 12 mL..
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12.6. Equipo de Laboratorio.

Balanza Analitica OHAUS.

Campana de flujo laminar (LABCONCO).

Centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5072R).

Agitador Vortex (Vortex Genie 2).

Microscopio Invertido.

Camara de Neubauer.

Incubadora Precision.

Espectrofotémetro.

9. Horno de microondas.

10.Camara de electroforesis (Mini-Sub Cell GT BIO-RAD).

11.Fotodocumentador (Digital Imaging System IS-1000 Alpha Innotech
Corporation) con Transiluminador de luz ultravioleta.
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Figura 65. Balanza analitica (1) y campana de flujo laminar (2).



Figura 68. Camara de electroforesis (10) y analizador de imagenes (11).
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