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La presente Tesis Doctoral forma parte de la linea de
investigacion del grupo AGR-192 centrada en el estudio y valoracion del
efecto de un ejercicio moderado prolongado en el tiempo sobre la
funcién testicular en ratones CD-1. Las primeras aportaciones
realizadas nos permitieron estandarizar el modelo de ejercicio, as(
como, valorar el efecto de algunos antioxidantes en la calidad de los
espermatozoides epididimarios. E| modelo de ejercicio seleccionado,
natacién forzada de 3 minutos diarios durante 50 dlas, ha demostrade
ser bien aceptado por los ratones CD-1, e indueir algunas aiteraciones
en la calidad de los espermatozoides. Por otro lado, los resultados
indicaron que el trans-resveratrol y la N-acetilcisteina pueden revertir
dichas alteraciones. Con el fin de profundizar en esta |linea y ampliar la
investigacion con el empleo de otro antioxidante, el ubiquinol, que no ha




sido probado en modelos de ejercicio, es por lo que se diseiia este
trabajo de investigacién, que incluye, entre otros, la valoracién del
efecto de las especies reactivas de oxigeno, que pudieran estar
causando el incremento de las alteraciones observadas en los
espermatozoides epididimarios.

Hasta la fecha de este informe parte de los resultados de la
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estos momentos, estamos aguardando la confirmacion de aceptacion de
una segunda publicacién.
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Nuestra valoracién global del trabajo que la doctoranda ha realizado es
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de sus tareas y objetives, necesarios para el desarrolio de esta Tesis
Doctoral.
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continuidad a nuestrs linea de investigacién o pudieran abrir otras, en
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hembre que practice ojercicio fisico, para preservar o mejorar su salud,
y que ademads tienen interés en preservar su fertiidad. Por tedo lo
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1. RESUMEN

Desde hace varias decadas se ha venido estudiando el efecto
beneficioso que el ejercicio aporta para la salud. Esto junto con el
incremento de problemas de fertilidad en atletas de élite, han hecho que
se desarrollen numerosos estudios centrados en valorar como afecta el
ejercicio a la funcidn testicular. Se ha demostrado que dependiendo de la
intensidad y duracién del ejercicio, puede provocar efectos beneficiosos
que incrementan la calidad espermatica, aunque también puede inducir
alteraciones, con disminucion de la misma, sobre todo cuando la
intensidad y duracién del ejercicio son elevadas, al provocar un estado
de estrés oxidativo por incremento de las especies reactivas de oxigeno.
Para contrarrestar este dafo, se ha valorado el efecto la suplementacion
con diferentes antioxidantes exdgenos administrados de forma oral con
la dieta. La mayoria de los estudios que valoran el efecto del ejercicio
sobre la espermatogénesis y la fertilidad en el macho, emplean modelos
de alta intensidad y duracién. Con el fin de estudiar cdmo el ejercicio
moderado prolongado afecta a la funcidn testicular del raton, se ha
planteado en este estudio un modelo de ejercicio consistente en un
programa de natacion forzada de 3 minutos diarios, en tanques de agua
a temperatura controlada, durante 50 dias. Como antioxidantes se han
empleado el trans-resveratrol, previamente usado por nuestro grupo a
una dosis menor de la utilizada en este trabajo y el ubiquinol, no utilizado
previamente en modelos de ejercicio. Ambos antioxidantes se han
administrado por via oral. Se han utilizado 75 ratones CD-1, machos, de

65 dias de edad que fueron distribuidos de forma aleatoria en cada uno
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de los siguientes grupos: grupo control (GC), grupo que no practicaba
ejercicio ni recibia antioxidantes; grupo ejercicio (EJERC), grupo que
practicaba ejercicio pero no recibia antioxidantes; grupo trans-
resveratrol (EJ-Resv), grupo que practicaba ejercicio y recibia 100mg/Kg
de trans-resveratrol; grupo ubiquinol (EJ-Ubiq), grupo que practicaba
ejercicio y recibia 200mg/Kg de un compuesto elaborado por la empresa
Kaneka que facilita la absorcién del ubiquinol y que presenta ademas del
ubiquinol un excipiente compuesto de 73,93 % de goma arabica, 20,44%
de dextrina y 4,63% de vitamina C, y grupo excipiente (EJ-Excp), grupo
que practicaba ejercicio y recibia el excipiente correspondiente a 200 mg
/Kg del compuesto de Kaneka. Tras los 50 dias de ejercicio de nataciéon
forzada, los animales fueron sacrificados, se extrajeron los epididimos y
testiculos para el estudio de morfologia y vitalidad espermatica,
valoracion de estrés oxidativo (peroxidacion lipidica, actividad
antioxidante total, niveles de Qo¢, Qio y enzimas antioxidantes) y
valoracion tanto de la espermatogénesis como de la histomorfometria
testicular. El modelo de ejercicio planteado alter6 la morfologia de los
espermatozoides epididimarios, asi como el didmetro, el areay el aspecto
de los nucleos de las células del epitelio germinativo, ademas mostré una
tendencia a valores menores de las enzimas glutation peroxidasa,
glutation reductasa, malondyaldehido y del ratio de coenzima Q9/Q10.
La suplementacion oral diaria con los dos antioxidantes y el excipiente
mejoraron la vitalidad de los espermatoides epididimarios y protegieron
de los dafios nocivos producidos por el ejercicio impuesto sobre la

morfologia y el diametro de los nucleos de las células del epitelio, siendo
4



el ubiquinol el que ejerci6 un mejor efecto protector frente a la
morfologia de los espermatozoides del epididimo y el trans-resveratrol
el que mejor efecto hizo sobre la reduccion del diametro de los nucleos
de las espermatogonias y sobre la presencia de células inmaduras en la

luz de los tubulos.






ABSTRACT h\ ‘






2. ABSTRACT

The beneficial effect of exercise on health has been studied for several
decades. This, together with the increase in fertility problems in elite
athletes, has led to numerous studies focused on assessing how exercise
affects testicular function. Depending on the intensity and duration of
exercise, there can be beneficial effects that increase sperm quality, yet
exercise can also induce alterations, decreasing sperm quality, especially
when the intensity and duration of exercise is high, by causing a state of
oxidative stress due to an increase in reactive oxygen species. To
counteract this damage, the effect of supplementation with different
exogenous antioxidants administered orally with the diet has been
evaluated. Most of the studies that assess the effect of exercise on
spermatogenesis and fertility in the male, use models of high intensity
and duration. In order to study how prolonged moderate exercise affects
the testicular function of the mouse, an exercise model has been
proposed in this study consisting of a forced swimming program of 3
minutes per day, in water tanks at controlled temperature, for 50 days.
As antioxidants, trans-resveratrol, previously used by our group at a
greater dose than the used in this study, and ubiquinol, not previously
used in exercise models, have been used. Both antioxidants have been
administered orally. Seventy-five 65-day-old CD-1 male mice were used,
being randomly distributed to each of the following groups: control
group (CG), group that did not exercise or receive antioxidants; exercise

group (EJERC), group that exercised but did not receive antioxidants;
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trans-resveratrol group (EJ-Resv), group that exercised and received
100mg / Kg of trans-resveratrol; ubiquinol group (EJ-Ubiq), group that
exercised and received 200mg / Kg of a compound elaborated by Kaneka
company that facilitates the absorption of ubiquinol and that presents, in
addition to ubiquinol, an excipient composed of 73.93% gum arabic, 20,
44% dextrin and 4.63% vitamin C, and excipient group (E]J-Excp), group
that exercised and received the excipient corresponding to 200 mg / Kg
of the Kaneka compound. After 50 days of forced swimming exercise, the
animals were sacrificed, epididymis and testes were extracted for the
study of sperm morphology and vitality, assessment of oxidative stress
(lipid peroxidation, total antioxidant activity, levels of Q9, Q10 and
antioxidant enzymes) and assessment of both spermatogenesis and
testicular histomorphometry. The proposed exercise model altered the
morphology of the epididymal spermatozoa, as well as the diameter, area
and appearance of the nuclei of the cells of the germinative epithelium;
there was also a tendency to lower values of the enzymes glutathione
peroxidase, glutathione reductase, malondialdehyde and the ratio of
coenzyme Q9 / Q10. Daily oral supplementation with the two
antioxidants and the excipient improved the vitality of the epididymal
sperm and protected from the harmful damage caused by exercise
imposed on the morphology and diameter of the nuclei of the epithelial
cells; ubiquinol was the antioxidant providing the best protective effect
against morphology damage and trans-resveratrol was the most
effective in reducing the diameter of the nuclei of the spermatogonia and

on the presence of immature cells in the lumen of the tubules.
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3. INTRODUCCION

La realizacidn de ejercicio es una practica cada vez mas comun en
la sociedad actual. La valoraciéon de como la actividad fisica afecta a la
salud ha tomado gran importancia en las ultimas décadas. Se ha
demostrado que el ejercicio practicado de forma moderada y continua
aporta numerosos beneficios a la salud, reduciendo la probabilidad de
padecer enfermedades cardiovasculares, diabetes y cancer (Newton y
Galvao, 2008; Agarwal y cols., 2012). La relaciéon que existe entre
ejercicio y fertilidad es también un tema de estudio en auge, debido a las
altas tasas de problemas reproductivos encontrados en los atletas (Arce
y cols, 1993, Jensen y cols., 1995; Gebreegziabher y cols., 2004;
Vaamonde y cols., 2009; Wise y cols., 2011; Kipandula y Lampiao, 2015).
Cuando revisamos los estudios publicados en esta linea observamos que
los resultados encontrados son diversos. De un lado, en modelos de
roedores, se ha observado que un ejercicio moderado, reduce los dafios
de inflamacidn y estrés oxidativo que acontecen con el envejecimiento en
testiculo (Zhao y cols., 2013), asi como también produce un incremento
de la capacidad antioxidante total del organismo (Kalantari y cols., 2017).
En el hombre también se ha demostrado que el ejercicio moderado, tiene
un efecto beneficioso en la fertilidad, mejorando parametros del
seminograma como cantidad de esperma, concentracion, motilidad y
morfologia (Vaamonde y cols., 2012; Gaskins, y cols., 2015). De otro lado,
cuando el ejercicio se practica de forma aguda o intensa y continua puede

conducir a un estado de estrés oxidativo debido a que el incremento en

13



el consumo de oxigeno incrementa la produccidn de especies reactivas
de oxigeno (ERO), moléculas que se forman del metabolismo celular,
provocando un desequilibrio de la homeostasis prooxidante-
antioxidante intracelular (Kawamura y Muraoka, 2018). Las ERO son
sustancias muy inestables y reactivas que pueden dafiar a distintas clases
de moléculas como proteinas, lipidos, acidos nucleicos y azudcares
presentes en las células, siendo la peroxidacién de los lipidos uno de los
dafios mas comunmente asociados al incremento de las ERO. Los
espermatozoides son células muy propensas a sufrir dafio oxidativo
debido a que tienen gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados en su
membrana y por la baja concentracién de enzimas antioxidantes
presentes en su escaso citoplasma, lo que limita su capacidad de eliminar
radicales y la capacidad de reparar su ADN (Lenzi y cols., 1996). Aunque
pequenas cantidades de ERO son necesarias para que los
espermatozoides adquieran su capacidad fertilizante (capacitacion,
reaccion del acrosoma y fusién del ovocito) (de Lamirande y Gagnon,
1993 a, b; Aitken, 1997; Griveau y Le Lannou, 1997); cuando estas
exceden la capacidad antioxidante propia del testiculo se induce un dafio
que puede causar alteraciones de la funcién testicular (Alvarez y cols.,
1987; Aitken, 1995; Aziz y cols., 2004; Aitken, 2006; Agarwal y cols,,
2008; Tremellen, 2008; Saki y cols., 2009, 2010; Jana y cols., 2010;
Rodriguez y cols., 2016). Son escasos los estudios que valoran como el
ejercicio, que practica la mayor parte de poblacion, moderado y continuo,
afecta a la fertilidad. Algunos estudios con programas de ejercicio

moderados han observado alteraciones de seminograma afectandose
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incluso la fertilidad (Saki y cols., 2009, 2010; Rodriguez y cols., 2016)
pudiendo ser la causa, al igual que en los casos de ejercicio intenso, de un

desequilibrio en la homeostasis prooxidante-antioxidante.

Para combatir el estatus de estrés oxidativo, durante afios se ha
valorado el incremento de la capacidad antioxidante del organismo,
administrando antioxidantes exd6genos. Por ello, son cada vez mas las
investigaciones que estudian el efecto que tiene la suplementacion de la
dieta con antioxidantes, tanto a nivel reproductivo como a otros niveles
(Agarwal y cols., 2003; Tremellen, 2008). Su uso en modelos de ejercicio
y fertilidad también han sido valorado (Jana y cols., 2014; Minaii y cols.,
2014; Vijayprasad y cols., 2014; Rodriguez y cols., 2016; Kalantari y cols.,
2017; Moayeriy cols., 2018).

El trans-resveratrol es un estilbenoide, ampliamente consumido
en alimentos como la uva rojay el vino. Actia reduciendo la peroxidacion
lipidica, oxidacion y nitracién proteica (Olas y Wachowicz, 2005),
mejorando el funcionamiento de las mitocondrias. Presenta un amplio
rango de funciones bioldgicas demostradas en estudios previos, como
antiinflamatoria, antioxidante, antiviral, antitumoral, cardioprotectiva y
neuroprotectiva (Fremont, 2000; Wensel y cols., 2005). A nivel
reproductivo, su efecto es controvertido, asi se ha usado en modelos de
animales donde se ha visto que eleva la concentracién de gonadotropinas
y testosterona en sangre, incrementando la produccion de
espermatozoides del epididimo (Juan y cols., 2005) y revirtiendo los

dafios testiculares producidos por diversos agentes oxidantes (Yulug y
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cols., 2013) y por el estrés (Bitgul y cols., 2013); de otro lado se ha visto
que a altas dosis el trans-resveratrol presenta un efecto pro-oxidante
incrementando marcadores de estrés oxidativo y provocando
alteraciones del seminograma, como la concentracién de
espermatozoides y la motilidad (Ranawat y cols., 2013). En modelos de
ejercicio ha sido usado previamente, observidndose que revierte los
efectos deletéreos que el ejercicio provoca sobre la morfologia
espermatica en ratones CD-1 sometidos a tres minutos de natacion
forzada durante cincuenta dias (Rodriguez y cols., 2016) y protege del

dafio oxidativo producido por el ejercicio intenso (Guo y cols., 2019).

El ubiquinol (QH), forma reducida de la coenzima Q10 (CoQ10),
es una sustancia liposoluble, similar a las vitaminas. Esta presente en la
mayoria de los tejidos del organismo y tiene dos funciones principales;
bioenergética mejorando la actividad de la mitocondria en la sintesis de
ATP, y antioxidante. Como antioxidante actia a nivel de la mitocondriay
membranas lipidicas, donde ejerce las funciones de transportador redox
(Bentinger y cols., 2007); elimina los radicales libres, y previene la
iniciacion y propagacion de la peroxidacion lipidica en las membranas
celulares, ayudando ademas a la regeneracion de otros antioxidantes
como el tocoferol y el ascorbato (Crane y cols., 2001); también disminuye
la produccién de citoquinas proinflamatorias y del factor a de necrosis
tumoral (Fouad y cols., 2011). Su actividad como antioxidante se esta
estudiando en diferentes campos, existiendo numerosos estudios que

han demostrado su capacidad para disminuir los efectos deletéreos que
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las ERO producen en distintos tejidos (Litarru, 2007), entre ellos el
testicular (Ognjanovic y cols., 2010; Fouad y cols., 2011; Nadjarzadeh,
2014). Pese a su baja solubilidad, se ha demostrado que la
administracion exdgena oral de ubiquinol produce un incremento en los
niveles de CoQ10 y ubiquinol en plasma seminal y células espermaticas
(Balercia y cols., 2009, Safarinejad y cols., 2009, 2012). Usado como
suplemento oral en la dieta en pacientes con problemas de fertilidad
mejora algunos parametros del seminograma (Safarinejad y cols., 2009,
2012). No obstante, su efectividad respecto a los parametros
reproductivos no ha sido probada en sujetos sometidos a ejercicio, ni en

modelos animales ni en el hombre.

Para facilitar la capacidad de absorcién del ubiquinol, se han
usado diferentes compuestos entre ellos el acido ascérbico. El acido
ascorbico también conocido como Vit C, es una vitamina hidrosoluble,
esencial para el correcto funcionamiento del cuerpo. Durante muchos
afilos se ha relacionado su déficit con problemas de fertilidad,
demostrandose que es esencial para el correcto desarrollo de la
espermatogénesis debido en parte a su capacidad de reducir el a
tocoferol y mantener este antioxidante en un estado activo (Aitken y
Roman, 2008), protege la integridad de la membrana (Vijayprasad y cols.,
2014) y en roedores y humanos, afiadido como suplemento en la dieta,
estimula la produccion de espermatozoides y secrecion de testosterona
(Sonmez y cols., 2005; Okon y Utuk, 2016) mejorando algunos

parametros del seminograma (Akmal, y cols.,. 2006).
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Partimos de la hipotesis de que un programa de ejercicio
moderado continuo provocara un incremento en las especies reactivas
de oxigeno provocando dafios sobre la funcion testicular, y que dichos
dafios podran ser revertidos con la suplementacion oral en la dieta de

antioxidantes exdgenos (ubiquinol o trans- resveratrol).
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4. OBJETIVOS

Son escasos los estudios que han valorado como el ejercicio practicado
de forma moderada y continua puede afectar a nivel reproductivo al macho, por

eso nos planteamos el trabajo con los siguientes objetivos:

1. Confirmar que un programa de natacién forzada de 3 minutos diarios
durante 50 dias induce alteraciones similares a las observadas en un estudio
previo realizado por nuestro grupo, sobre la morfologia de los espermatozoides
de la cola del epididimo, sobre la histomorfometria de la pared del tibulo
seminifero y sobre la apoptosis celular de ratones CD-1, induciendo un
incremento en el porcentaje de morfoanomalias de los espermatozoides, un
incremento del diametro de los nucleos de la espermatogonias y un incremento
de la apoptosis celular.

2. Valorar el efecto de un programa de nataciéon forzada de tres minutos
diarios durante 50 dias, sobre la vitalidad de los espermatozoides
epididimarios de ratones CD-1

3. Valorar el efecto de un programa de natacion forzada de tres minutos
diarios durante 50 dias, sobre las enzimas super6xido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa, glutation reductasa, los niveles de Coenzima Q9 y Q10, los
niveles de malondialdehido y la activad antioxidante total del testiculo, en
ratones CD-1

4, Valorar el efecto de dos antioxidantes, ubiquinol o trans-resveratrol,
sobre la morfologia, vitalidad, espermatogénesis, histomorfometria, nticleos de
la pared del tibulo seminifero, actividad antioxidante total del testiculo, niveles
de malondialdehido, niveles de Coenzima Q9 y Q10 y enzimas antioxidantes en

el testiculo: superdxido dismutasa, glutation peroxidasa, glutatiéon reductasa y
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catalasa, en ratones CD-1 sometidos a un programa de 3 minutos de natacién

diaria durante 50 dias, en ratones CD-1
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5. REVISION BIBLIOGRAFICA

5.1. FUNCION TESTICULAR, CALIDAD SEMINAL, INFERTLIDAD
MASCULINA Y FACTORES RELACIONADOS

En el hombre se define el concepto de infertilidad como Ia
incapacidad de una pareja para concebir un hijo durante mas de un afio
de relaciones sexuales sin proteccion. El factor masculino suele ser la
causa en un 40 % de los casos. Entre los factores que pueden afectar a la
calidad seminal se encuentran: la exposicién prolongada y continua al
calor y al aumento de la temperatura del escroto (Sharpe, 2000; Ivell,
2007); exposicion a contaminantes ambientales con efecto sobre el
sistema endocrino (Sharpe, 2000; Magnusdottir y cols., 2005) y a
radiaciones electromagnéticas (Bayari, 2017). También podemos
encontrar factores relacionados con el estilo de vida entre los que se
encuentran, el habito tabaquico, consumo de drogas, ingesta de alcohol,
dieta, estrés, obesidad y actividad fisica (Kumar y cols., 2009). El efecto
de alguno de estos factores se traduce en un descenso de la cantidad de
espermatozoides, su motilidad o alteracidon de su morfologia, que pueden

alterar la fertilidad (Fig 1).

Desde hace unos afios la evidencia sugiere que las especies
reactivas de oxigeno (ERO), radicales libres de oxigeno muy reactivos,
juegan un papel importante en problemas de fertilidad masculina en un

30-80 % de los casos, cuando se provoca un estatus de estrés oxidativo,
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es decir, un desequilibrio entre la produccién de ERO y los mecanismos
inherentes del organismo para eliminarlos. Entre las causas que
provocan un incremento de niveles de ERO y una disminucién de las
enzimas antioxidantes encargadas de eliminar estos radicales, se
encuentran, la realizacién de actividad fisica de una manera aguda y

prolongada o de una forma intensa.

Figura 1. Efecto del estrés oxidativo sobre el espermatozoide

Exposicion prolongada y Infeccion de glandulas
continua al calor masculinas
ESTILO DE VIDA:
- Tabaco Estrés oxidativo
Alcohol o .
Drogas Expgsmon a cont.ammantes
Dicta ambientales y radiaciones
Esirés electromagnéticas
Actividad fisica 0, H,0, OH
Datio a protefnas Daiio a ADN

Peroxidacion lipidica

DANO A ESPERMATOZOIDE

INFERTILIDAD
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5.2. RADICALES LIBRES (RL) Y ESTRES OXIDATIVO (EO)

Los radicales libres se definen como moléculas que disponen de
un electrén sin emparejar, condicién que les confiere inestabilidad y
reactividad (Papa y Skulachev, 1997). Son agentes oxidantes originados
como subproductos del metabolismo del oxigeno (ERO) o del nitrégeno
(ERN). Estos incluyen el anién superoxido (0?7), ion hidroxilo (OH), el
radical peroxilo (RO?) y subclases de radicales derivados del nitrogeno
que incluyen o6xido nitrico (NO-) peroxinitrito (ONOO-) y acido
peroxinitroso (ONOO-). Existen otras moléculas como el perdxido de
hidrégeno (H202) que no son radicales libres pero que acttian
fisiolégicamente como tal, tienen una vida media mas larga, pasan a
través de la membrana y no estan cargadas eléctricamente (Papa y

Skulachev, 1997).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO), en inglés ROS, y las
especies reactivas de nitrogeno (ERN) estan implicadas en Ia
patofisiologia de varias condiciones como envejecimiento, cancer,
enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares e infertilidad
(McCord y cols., 1993; Multhaup y cols., 1997; Agarwal y cols., 2014).
Para solventar esta condicion, todos los organismos han desarrollado un
sofisticado sistema antioxidante que los protege del dafio y muerte

celular que causan los radicales libres (Halliwell, 1996).

Hablamos de estrés oxidativo (EO) cuando se produce un
desequilibrio entre la produccion de ERO y la capacidad inherente que

presenta el organismo para eliminar dichos radicales. Asi pues, puede
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originarse por un exceso de sustancias prooxidantes, por una deficiencia
de agentes antioxidantes o por ambos factores a la vez (Chance y Sies,

1979).

Los radicales libres se forman en grandes cantidades como
producto de procesos bioquimicos y en ocasiones de los neutrofilos
activados, ademas los puede generar el organismo en respuesta a
agentes externos como radiaciones electromagnéticas, entre otras

(Betteridge, 2000).

Algunas ERO son altamente reactivas y poseen una vida media
muy corta, como los radicales hidroxilos, que actdan en el lugar donde se
forman. Otros, como el peroxido de hidrégeno son menos reactivos, pero
con vida media mas larga, lo que les permite hacer dafio en zonas mas

lejanas (Papa y Skulachev, 1997).

Las ERO pueden afectar a diferentes clases de moléculas como
lipidos, proteinas, acidos nucleicos y azucares. Esto significa que, las
membranas de las células, ntcleos y mitocondrias, proteinas
citoplasmaticas y carbohidratos estructurales, ARN, ADN son
susceptibles de verse afectados (Pryor y cols, 2006). Un ejemplo
importante es la peroxidacion lipidica de las membranas, que se define
como la degradacidn oxidativa de los lipidos. En la mayoria de los casos
afecta a los acidos grasos poliinsaturados debido a que contienen
multiples enlaces dobles entre los que se encuentran los grupos metileno
(CH-2) que poseen hidrogenos particularmente reactivos. La

peroxidacion lipidica puede tener efectos sobre la funcién celular, asi una
28



peroxidacion extensa en las membranas de las células puede conllevar
cambios en la fluidez, incremento en la permeabilidad, disminucién del
potencial de membrana y ocasionalmente ruptura (Sanocka y Kurpisz,

2004).

Como mecanismo antioxidante el organismo cuenta con sistemas
enzimaticos y no enzimaticos encargados de depurar los radicales libres

y evitar el dafio que éstos puedan provocar en los tejidos.

Entre los antioxidantes bio-sintetizados se encuentran:
- Antioxidantes enzimaticos. Las principales enzimas antioxidantes
en los mamiferos son la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y
la glutation peroxidasa (GPx), necesitando esta ultima de otras enzimas
como la glutatién reductasa (GRd), glutation S-transferasa y y-glutamil
transpeptidasa para reciclar o eliminar el glutation.
- Antioxidantes no enzimaticos: como glutation, acido drico, acido
dihidro-lipoico, metalotioneina, ubiquinol (o Coenzima Q) y melatonina.
Si bien ambos grupos son bio-sintetizados por el organismo,
también pueden ser adquiridos a través de la dieta. Sin embargo, el
aporte que supone la dieta de estos antioxidantes no es muy significativa,
pues estos experimentan una degradacion/biotransformacion a lo largo

del tracto gastrointestinal.

En cuanto a los antioxidantes que ingresan a través de la dieta

estan:
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- Vitaminas-antioxidantes: como acido ascorbico, alfa-tocoferol
y betacaroteno.

- Carotenoides como luteina, zeaxantina, licopeno

- Polifenoles, en sus categorias flavonoides y no-flavonoides.

- Otros, como glucosinolatos y ciertos compuestos como el

zinc.

5.2.1 Estrés oxidativo v efectos sobre la funcidn testicular

Los espermatozoides son muy susceptibles al estrés oxidativo
debido a la gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) de su
membrana, la baja concentracién de enzimas antioxidantes de su
citoplasma (super6xido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y
glutation reductasa) y a la pequefia cantidad de volumen citoplasmatico
que poseen, lo que limita su capacidad de eliminar radicales y de reparar
su ADN (Lenzi y cols., 1996). Tanto la esteroidogénesis como la
espermatogénesis pueden ser alteradas por el estrés oxidativo ya que
tanto las células de Leydig como las Células de Sertoli son susceptibles
de sufrir peroxidacién lipidica de sus membranas con la consecuente

alteracion de su funcion (Aitken, 1995) (Apartado 5.3.2.3).
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5.2.2 Principales fuentes de ERO en el eyvaculado

Las ERO encontradas en plasma seminal pueden ser producidas
de forma enddgena. por los leucocitos y por los espermatozoides (Aitken
y Clarkson, 1987) o por fuentes exdgenas: radiaciones, toxinas, tabaco,

consumo de alcohol, y ejercicio (Lavranos y cols., 2012)

5.2.2.1 Fuentes end6genas

A) Espermatozoides:

Los espermatozoides inmaduros, inméviles o morfolégicamente
anormales y los normales, pero con un mal funcionamiento pueden
producir grandes cantidades de ERO. Asi, Aziz y cols., en 2004
encontraban una correlaciéon positiva entre los niveles de ERO en
esperma y la proporcién de espermatozoides con anomalias en cabeza,

acrosoma, pieza intermedia, gota citoplasmatica y defectos en la cola.

La generacion de ERO en el espermatozoide puede ocurrir por dos
vias: la via nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa a nivel de
la membrana plasmatica del esperma o por reaccién nicotinamida
adenina dinucle6tido-dependiente oxido reductasa a nivel de la
mitocondria, pareciendo ser esta ultima la principal fuente de ERO. De
las principales ERO producidos por el espermatozoide se encuentra el

anion superodxido (0?%7) (Ziniy cols., 1993).

Ademas, la espermatogénesis es un proceso activo en el cual se

producen un numero elevado de espermatozoides por segundo que
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implica un consumo elevado de oxigeno por las mitocondrias del epitelio
germinal, y por tanto la produccion también de numeras ERO (Guerriero

y cols., 2014).

B) Leucocitos

La segunda fuente de produccion de ERO son los leucocitos, que
producen mucha mayor cantidad que los espermatozoides. Estos
leucocitos incluyen leucocitos polimorfonucleares y macrofagos (Saleh,
y cols., 2003). Cuando los leucocitos se activan por un estimulo, ya sea
una infeccién o una inflamacién, estos producen gran cantidad de ERO e
incremento del sistema NADPH hexosa monofosfato, que es la via que usa
el espermatozoide como fuente de electrones para la generacion de ERO.
Esta via consiste en dos reacciones de oxidacion reversibles, seguidas de
reacciones de inter-conversion reversibles entre azilcares-fosfato
(Bagchiy cols., 2000; Saleh y cols., 2002; Albano, 2006; Liu y cols., 2009;
Lavranosy cols., 2012).

5.2.2.2 Fuentes exdégenas

A) Radiaciones:

Estudios tanto in vivo como in vitro han demostrado que las
radiaciones electromagnéticas, emitidas por aparatos electrénicos como
radios y microondas, producen un incremento en los ERO, alterando las
membranas y ADN del espermatozoide (Agarwal y cols., 2008; de Luliis

y cols., 2009). Estas ondas afectan negativamente el flujo de electrones
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de la membrana de las células, alterando la funcién normal de las células

y organelos (Lavranosy cols., 2012)

B) Toxinas:

Distintas toxinas utilizadas en la industria como cadmio, cromo,
manganeso y mercurio, entre otros, pueden acumularse en cuerpo y

producir un incremento de ERO (Bagchi y cols., 2000; Liu y cols., 2009).

C) Tabaco:

Los cigarros contienen gran cantidad de compuestos quimicos
entre ellos alcaloides, moléculas inorganicas y nitrosaminas. Sustancias
que causan un desequilibrio entre ERO y los antioxidantes del esperma
(Lavranos y cols.,, 2012), ademdas se ha demostrado que el tabaco
incrementa la cantidad de leucocitos y los niveles de ERO (Saleh y cols.,

2002).

D) Alcohol:

El consumo de alcohol es un promotor de producciéon de ERO e
interfiere en la capacidad antioxidante del organismo, debido a que el
acetaldehido producido tras el metabolismo del metanol interactda con
proteinas y lipidos. Asi, se han encontrado marcadores de peroxidacion
lipidica en higado y suero en pacientes con alcoholismo y también en

roedores (Albano, 2006).

E) Ejercicio: Apartado 5.3
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5.2.3 Sistema antioxidante del testiculo

Pese al intenso metabolismo celular que se produce durante la
espermatogénesis, el testiculo cuenta con una vascularizacion pobre
(Free y cols., 1976) y, por tanto, una tension baja de oxigeno, siendo la
competencia por el oxigeno elevada. Esta baja tensién de oxigeno le
confiere un mecanismo de defensa frente a los dafios producidos por las
ERO. Ademas, para prevenir los dafios producidos por las ERO, los
testiculos han desarrollado un sofisticado sistema antioxidante que esta

formado por componentes enzimaticos y no enzimaticos:

5.2.3.1 Factores no enzimaticos

Incluye moléculas capaces de neutralizar o eliminar ERO, ERN y
sus intermediarios.
A) Zinc:

Es un factor antioxidante que ademas de ser parte constituyente de
algunas enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD) y
protector de grupos sufridillo, también se cree que mejora la
peroxidacién de lipidos al desplazar metales como hierro y cobre de
lugares cataliticos (Bray, 1990). Es tal su importancia antioxidante, que
se ha observado que en ratas alimentadas con déficits de zinc una
disminucion del potencial antioxidante y un aumento de la peroxidacion

lipidica en testiculo (Nair y cols., 2005).
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B) Vitamina E:

La vitamina E o a-tocoferol es un potente antioxidante lipofilico
cuya principal funcién es reaccionar con radicales intermediarios en la
peroxidacidn lipidica y con los peroxidos (Tappel, 1962); inhibe, por
tanto, la formacién de radicales libres y la peroxidacién lipidica en
microsomas y mitocondrias testiculares (Lucesoli y cols., 1999; Gavazza
y cols., 2006;) protegiendo asi la espermatogénesis del estrés oxidativo y
mejorando el potencial reproductivo (Sahinturk y cols., 2007; Agdam y
cols., 2017) Esta presente en grandes cantidades en las células de Sertoli,
y espermatocitos; y en menor cantidad en espermatidas redondas
(Yoganathan, 1989). Varios autores han demostrado su capacidad
protectora y antioxidante en individuos estresados (Brady y cols., 1979)
asi como en individuos sometidos a distintos agentes prooxidantes como
cromo, arsénico (Aruldhas y cols., 2005), cadmio (Acharya y cols., 2008),
malation (Uzum y cols.,, 2009), metales pesados (Al- Attar, 2011) y
atrazina (Rezaide Agdam y cols., 2017).

C) Vitamina C:

La vitamina C o acido ascorbico es una sustancia hidrosoluble,
cuya concentracion en el plasma seminal es aproximadamente 10 veces
mayor que en sangre. Entre sus propiedades quimicas sobresale su
fuerte poder reductor, es decir, la facilidad con que se oxida
reversiblemente a acido dehidroascorbico, lo que le confiere una funcién
antioxidante. Juega un papel importante en la reduccion del estrés

oxidativo en plasma seminal. Déficits tanto de vitamina C como de
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vitamina E producen un estado de estrés oxidativo lo que conlleva
alteraciones en la espermatogénesis y en la produccion de testosterona
(Sonmez y cols., 2005). De otro lado, la suplementacion con ascorbato a
animales sanos estimula la produccién de testosterona (Sénmez y cols.,
2005). Ademas de estos efectos, también contrarresta los dafios
producidos por diversos agentes prooxidantes como arsénico (Chang y
cols., 2007), aroclor (Senthil Kumar y cols., 2004), cadmio (Sen Gupta y
cols., 2004) y alcohol (Maneesh y cols., 2005).

D) Melatonina:

La melatonina es un importante factor de proteccién del testiculo
frente al estrés oxidativo, asi se ha observado un significativo efecto
estimulante tras la pinealectomia sobre el dafio oxidativo registrado en
testiculos (Mogulkocy cols., 2006). Tiene 2 caracteristicas diferentes que
lo diferencian del resto de antioxidantes. De un lado, sufre la oxidacién
de dos electrones cuando actiia como antioxidante y, de otro lado, es
hidro y liposoluble, pudiendo, por tanto, atravesar facilmente la barrera
hemato-testicular, para proteger el epitelio germinal del dafio oxidativo.
Se ha demostrado su importancia en el estrés oxidativo al verse
disminuida en pacientes con problemas de varicocele, leucospermia y
azoospermia no obstructiva, entre otros, condiciones asociadas todas
ellas al estrés del tracto reproductivo (Awad y cols., 2006). Son varios los
estudios que han valorado su efecto antioxidante frente a distintos
agentes oxidantes como el diazinon (Sarabia y cols., 2011) y el arsenito

de sodio (Bustos-Obregon y cols., 2013).
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E) Citocromo C:

Otra de las moléculas que se ha demostrado que juega un papel
importante en lareduccion del peroxido de hidrégeno (H202) en testiculo
es una isoforma especifica de citocromo C de los testiculos. Esta isoforma,
ademas, es un potente activador de la apoptosis, actiia, aportando
proteccion adicional al testiculo, por su capacidad de eliminar células

germinales dafiadas (Liu y cols.,2006).

F) Glutation:

El glutation es el tiol intracelular mas abundante. Tiene
propiedades antioxidantes mediante la reconstruccion de los grupos tiol
en proteinas que pueden eliminarse durante un periodo de estrés
oxidativo. El glutation también protege las membranas celulares de la
oxidacion de los lipidos y evita la formacion de oxigeno libre. Un déficit
de glutatiéon conduce a la inestabilidad de la pieza intermedia de los
espermatozoides, lo que resulta en un trastorno de la motilidad (Lenzi y
cols., 1994). La suplementacion con glutatiéon en hombres infértiles con
varicocele unilateral o inflamacién del sistema urogenital conduce a una

mejora significativa en los parametros del eyaculado (Irvine, 1996).

G) Ubiquinol:

El ubiquinol, forma reducida de la coenzima Q10, es un potente
antioxidante enddégeno de tejidos en organismos aerobios (Ernster y
Forsmark-Andrée, 1993). Presenta dos actividades principales, de un
lado bioenergética ya que es un componente de la cadena de transporte

de electrones y de otra antioxidante. Como antioxidante actda a nivel de
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las membranas lipidicas y lipoproteinas (Niki, 1997), elimina radicales
libres y previene la iniciacidon y propagacion de la peroxidacion lipidica
en las membranas celulares, ayudando ademas a la regeneracion de otros
antioxidantes como el tocoferol y el ascorbato (Crane y cols.2001).
Ambas funciones del CoQ10, bioenergética y antioxidante, sugieren su
implicacion en procesos de infertilidad masculina. De un lado es conocida
la gran cantidad de mitocondrias del espermatozoide necesarias para
que adquiera su motilidad y de otro lado la proteccién de membranas del
dafio oxidativo podria jugar un papel importante en la preservacién de
integridad del esperma (Mancini y Balercia, 2011). Algunos autores han
demostrado que la concentracion de CoQ10 en plasma seminal muestra
correlacion directa con parametros seminales como motilidad y cantidad
de esperma, encontrado alteraciones en niveles de CoQ10 en condiciones
asociadas con infertilidad como oligozoospermia, astenozoospermia y
varicocele. (Mancini y cols., 1994; Balercia y cols., 2002; Mancini y
Balercia, 2011; Gvozdjakova y cols., 2013). Otros como, Eroglu y cols., en
2014 encontraban una correlacién de los niveles de CoQ10 en plasma
seminal y morfologia del espermatozoide, pero no en la concentracién y
motilidad en pacientes con infertilidad idiopatica. En modelos de
roedores el ubiquinol ha sido usado para valorar su efecto protector
sobre la toxicidad testicular producida por exposicibn a campos
magnéticos (Ramadan y cols.,, 2002) y a agentes oxidantes como el

cadmio (Ognjanovi¢ y cols., 2010).
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5.2.3.2 Factores enzimaticos

Todas las enzimas vistas en el apartado (5.2) se expresan en el
testiculo: superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatiéon
peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GRd) (Zini y Schlegel, 1996,
1997; Maiorino y cols., 2003). La SOD es una metalonoproteina que tiene
una gran importancia en el mecanismo de defensa del testiculo.
Dependiendo del ion de metal de transiciéon encontrado en su sitio activo,
las SOD pueden clasificarse en uno de tres tipos: SOD de cobre / zinc (Cu

/ Zn), SOD de manganeso (Mn) y SOD de hierro (Fe).

Debido a la importancia en el mecanismo de defensa antioxidante,
los testiculos contienen no solo la forma convencional citosdlica (Cu/Zn)
y mitocondrial (Fe/Mn) de la SOD si no también una forma inusual
extracelular (SOD-Ex) que es producida por las células de Sertoli y
células germinales (Mruk y cols., 2002). Las SOD transforman el anién
superoxido (0%) en peroxido de hidrogeno (H202) y una molécula de
oxigeno (02) (McCord y Fridovich, 1988; Fridovich, 1996). El per6xido de
hidrégeno generado es convertido en H20 por la catalasa (CAT) proteina
localizada principalmente en peroxisomas y en la propia membrana
mitocondrial, y por la GPx familia de las selenoenzimas. La glutation S-
transferasa engloba una larga y compleja familia de proteinas que
catalizan la conjugacién de la forma reducida de glutatién en su forma
sulfidrilo (GSH) a sustratos xenobidticos con el propdsito de

detoxificacion. De otro lado la GRd es una enzima que cataliza la
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reduccion del glutation oxidado a glutation reducido el cual sera

utilizado por la GPx para la reduccién del peréxido de hidrogeno (Fig 2).

Figura 2. Bioquimica fundamental del sistema enzimatico
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5.2.4 Funciones fisiolégicas de las ERO sobre la funcidn testicular

Pese a sus efectos dafiinos, las especies reactivas de oxigeno estan
involucradas en el control de la funcién fisioldégica espermatica,
participando en mecanismos de transduccion de sefiales (de Lamirande
y Gagnon, 1993 a, b; Aitken y Fisher, 1994; Griveau y cols., 1994; Aitken,
1995; Griveau y Le Lannou, 1997). Asi los espermatozoides necesitan
pequeiias cantidades de ERO para el proceso de capacitacidon (Aitken,
1989; de Lamirande y Gagnon, 1993 a, b) durante la reacciéon del
acrosoma (Griveau y cols., 1995), hiperactivacién y fusiéon del esperma al

ovocito, necesarias para asegurar la fertilizacion.

5.2.4.1 Capacitaciéon

Los espermatozoides viajan a través del cérvix, el ttero, la unién
utero-tubarica y el oviducto hasta llegar al ampula, donde ain tienen que
atravesar el cumulus ooforus y la zona peludcida del oocito para lograr la
fecundacion. Durante este trayecto, ocurre la capacitacion espermatica.
Al mismo tiempo, hay una seleccion de los espermatozoides por parte de
tracto genital femenino. En definitiva, se puede definir la capacitacion
espermatica como una serie de cambios bioquimicos y fisiol6gicos por
los cuales el espermatozoide termina su maduracion y adquiere la
capacidad para llevar a cabo los procesos necesarios para fecundar al
6vulo, tales como la hiperactivacién y la reaccién acrosémica. Durante el
proceso de capacitacion se producen cantidades pequeias y controladas

de ERO que no dafian la funcién del espermatozoide observandose que
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lo que hacen es, promover las vias de transduccion de sefiales asociadas
a la capacitacion. Asi se ha demostrado que las ERO contribuyen a la
modulacion de la fosforilacion de la proteina tirosina, proteina requerida
para que los espermatozoides logren la capacitacidon (O’Flaherty y cols.,

2006).

La reaccion del acrosoma consiste en la fusién de la membrana
plasmatica del espermatozoide con la membrana acrosémica de externa
(Alhamar, 2019). Estudios “in vitro” han sugerido que pequefias
cantidades de H202 activan la adenilciclasa a producir AMPc, lo que
conlleva la fosforilacion de la proteina tirosina dependiente de la quinasa

A (Rivlin y cols., 2004).

La fase de hiperactivacion también es necesaria para la correcta
fertilizacién del ovocito. El proceso de hiperactivacién es considerado
como una parte de la capacitacion. Esta se produce cuando el
espermatozoide alcanza el istmo del oviducto. En este momento inicia un
movimiento asimétrico, amplio y acelerado del flagelo, que le ayuda a
liberarse de las criptas del oviducto para avanzar a través del lumen y
alcanzar el ampula. El papel de las ERO en el inicio de la hiperactivacion
se ha demostrado en estudios in vitro observandose que, los
espermatozoides necesitan generar pequefias cantidades de 02  para
mantener la hiperactivaciéon y proceder a la capacitacion (de Lamirande

y Gagnon, 1993 b).
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5.2.4.2 Fusidn del espermatozoide al ovocito

Para una correcta fertilizacién, el espermatozoide debe penetrar
la zona pelucida y fusionarse con el ovocito. Para ello se necesitan
grandes cantidades de PUFAs, ya que juegan un papel importante en la
fluidez de la membrana del espermatozoide. En estudios realizados en la
especie humana se ha observado que las ERO incrementan la fluidez de
membrana y la ratio de fusiéon espermatozoide-ovocito que ocurren
durante la fase de cascada de capacitacion y reaccion del acrosoma
espermatozoide a través de la inhibicion de la desactivaciéon de la
fosfolipasa A2, lo que le permite unirse a los fosfolipidos de la membrana

aumentado su fluidez (Agarwal, y cols., 2014).

5.2.5 Efectos patoldgicos del incremento de ERO en testiculo

Como vimos anteriormente en este mismo apartado, todos los
componentes de las células (lipidos, proteinas, acidos nucleicos y
azucares) pueden verse afectados por un exceso de ERO. El dafio que las
ERO producen sobre las células depende no solo de la naturaleza y
cantidad presente, sino también del momento y duracion de exposicion
a ERO, y de factores extracelulares como la temperatura, tension de
oxigeno y composicidon del ambiente que lo rodea como iones, proteinas,
y antioxidantes (Aitken, 1995; Tremellen, 2008; Zribi y cols., 2011).

Entre los efectos patologicos reconocidos se encuentran:
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5.2.5.1 Peroxidacion lipidica (PL)

La peroxidacion lipidica de las membranas plasmaticas del
espermatozoide es un proceso de oxidacion de los lipidos, que modifica
la fluidez y altera la permeabilidad de estas, pudiendo conducir a la célula
a un proceso de muerte celular. La membrana del espermatozoide es
muy rica en acidos grasos poliinsaturados (PUFAs). Estos le confieren la
fluidez necesaria para participar en el proceso de fusién con el ovocito.
Los PUFAs de la membrana son susceptibles de sufrir peroxidacion
porque contienen multiples enlaces dobles, entre los que se encuentran
los grupos metileno (CH-2) que poseen hidrogenos particularmente
reactivos. Uno de los principales productos de la peroxidacion es el
malondialdehido, que es usado para valorar el dafio peroxidativo en
diversas células incluidas el espermatozoide (Aitken, 1995). La
peroxidacion lipidica ocurre fundamentalmente en dos fases: iniciacion
y propagacion. La iniciacién es el paso en el cual se forman los radicales
de acidos grasos, los mayores iniciadores en las células son las especies
reactivas de oxigeno, como el hidréxilo (OH-) y el hidroperéxilo (HOO-),
los cuales se combinan con un dtomo de hidroégeno para formar agua y
un radical de acido graso. Estos radicales formados no son muy estables
y reaccionan con moléculas de oxigeno formandose un acido graso
peroxil radical que tampoco es estable y que reacciona con otros acidos
grasos libres dando lugar a un acido graso radical diferente y a un

peroéxido lipidico o pero6xido ciclico si reacciona con el mismo. El ciclo
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continua ya que el nuevo radical de acido graso formado se comporta de

la misma forma (Aitken, 1995) (Fig 3).

Figura 3. Esquema de las fases de la peroxidacién lipidica (tomada de Gaschler and Stockwell,
2017)
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5.2.5.2. Daiio del ADN

Se ha demostrado que la cromatina del esperma es vulnerable al
dafio de estrés oxidativo, provocando una modificacién en las bases y una
fragmentacion de las cadenas (Zribi y cols., 2011). Durante el proceso de
la espermiogénesis la cromatina sufre una serie de modificaciones en la
cual las histonas son remplazadas por protaminas. Las cadenas ADN son
condensadas por protaminas formando la unidad de empaquetado
basica de la cromatina. Esta unidad es compactada ain mas por puentes
disulfuro intra e intermoleculares. Esta forma de compactacién y
organizacion del ADN protege a la cromatina del dafio oxidativo
haciéndolo muy resistente (Schulte y cols., 2010). Pese a esto, en algunos

casos en los cuales hay una pobre compactacién de la cromatina o existe
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una incompleta protaminacién de la cromatina del esperma, el ADN es
mas vulnerable al estrés oxidativo produciendo lugares de base libres,
deleciones, mutaciones, roturas del ADN y reorganizacién de la
cromatina (Schulte y cols., 2010). Se han detectado roturas simples y de
doble cadena. Las roturas simples son efecto directo del dafio oxidativo
en el ADN del esperma, mientras que las de doble cadena podrian surgir
de la exposicion a los productos de la peroxidacién lipidica (Badouard y
cols., 2008) siendo estos el motivo de la ruptura (Twigg y cols., 1998).
Son tanto el anién superéxido (02-) como los radicales hidroxilos (OH-)
son los causantes de las deleciones cromosémicas y cambios en la

cromatina (Aitken y Krausz, 2001).

5.2.5.3 Apoptosis

Otro problema asociado con el incremento de las ERO en el
testiculo es la alteracion de la apoptosis. La apoptosis, o muerte celular
programada, es un proceso fisioldgico en el cual la célula sufre una serie
de cambios morfolégicos y biomecanicos que le causan la muerte de
forma controlada. (Sinha Hikim y Swerdloff, 1999). En adultos la
apoptosis juega un papel importante en la eliminacién de
espermatogonias  premeidticas durante la espermatogénesis,
previniendo la sobreproduccion de células germinales desde los tabulos
seminiferos en respuesta a las ERO (Tremellen, 2008). Durante este
proceso los espermatozoides expresan varios marcadores de apoptosis

como el Fas, PS, Bcl-Xl y p53 (Agarwal y cols., 2014). En el hombre se ha
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observado un mayor porcentaje de Fas positivo en hombres con
parametros seminales alterados (Agarwal y cols, 2003) y se ha
observado una correlacion positiva entre la presencia de ERO y el
incremento de apoptosis. Altas cantidades de ERO alteran la capa interna
y externa de la mitocondria, tras lo cual se libera citocromo C de la
mitocondria que activa las caspasas e inducen la apoptosis (Moustafa y
cols., 2004). Un incremento de la apoptosis en las células de los tubulos
seminiferos induce la presencia de espermatozoides apoptdticos, con
dafios en el ADN, en el eyaculado y por tanto una disminucién de la

fertilidad (Han-Mingy cols., 2002).

5.3 EJERCICIO FISICO Y FERTILIDAD EN HOMBRE

5.3.1. Generalidades

La realizacion de ejercicio fisico de forma regular es una practica
cada vez mas frecuente en la sociedad actual. El ser humano ha ido
tomando consciencia de los numerosos beneficios que aporta. De un lado
nos ayuda a mejorar el aspecto fisico y de otro nos mejora la salud, ya
que se ha demostrado que disminuye la probabilidad de padecer
enfermedades cardiovasculares (Gielen y cols, 2015), diabetes
(Galassetti y Riddell, 2013), Alzheimer (Cass, 2017), Parkinson (Paillard
y cols., 2015), retrasa el envejecimiento (Zhao y cols., 2013) y previene y
mejora la calidad de vida de pacientes tratados para distintos tipos de

cancer (Segal y cols., 2017).
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Entre los efectos beneficiosos que el ejercicio moderado produce
en la salud, se encuentran; a nivel cardiovascular: reduccién de la
frecuencia cardiaca, incremento del tono parasimpatico, mejora de la
funcion del endotelio cardiovascular, incremento de la vasculogénesis y
multiples cambios metabdlicos que resultan en una mejor tolerancia a la
isquemia y a las lesiones por reperfusion (Gielen y cols.,, 2001). En
pacientes con enfermedades neurodegenerativas disminuyen la funciéon
fisica y cognitiva y en pacientes con Alzheimer, reducen sintomas
depresivos e incluso la mortalidad en pacientes con demencia (Larson y

cols., 2006).

Pese a esto y debido a los problemas de fertilidad que acontecen
en deportistas de élite, se han realizado numerosos estudios que han
valorado la relacion entre actividad fisica y fertilidad tanto en el hombre
como en la mujer. En el hombre, de un lado se ha observado un efecto
beneficioso, al mejorar la calidad espermatica en pacientes que realizan
una actividad fisica ya que mejora niveles de testosterona, reduce los
mediadores inflamatorios y mejora la respuesta antioxidante natural del

organismo (Vaamonde y cols., 2012; Gaskins y cols., 2015).

Por otro lado, también son numerosos los estudios que han
hallado efectos negativos del ejercicio sobre la fertilidad, observandose
que cuando se practica de forma intensa o no controlada puede provocar
un estado de estrés oxidativo y alteraciones del eje hipotadlamo-
hipofisario-gonadal, que conllevan a alteraciones en el seminograma y

por tanto afectan a la fertilidad (Arce y cols., 1993, Jensen y cols., 1995;
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Gebreegziabher y cols., 2004; Wise y cols., 2011; Kipandula y Lampiao,
2015; Vaamonde y cols., 2018)

5.3.2. Efecto del ejercicio en la espermatogénesis

Ademas de alteraciones congénitas, la espermatogénesis puede
verse alterada por otros factores como estrés por calor, estrés oxidativo,
alteraciones endocrinas, alteraciones de la nutricién y efecto de drogas o
irradiaciéon (Jézkéw y Rossato, 2017). Existen varios parametros que
relacionan la practica de actividad fisica con la alteracion de la

espermatogénesis.

5.3.2.1 Incremento de temperatura escrotal

Para que la funcidn de los testiculos se desarrolle correctamente
la temperatura optima del testiculo debe de estar 2°C por debajo de la
temperatura corporal (Durairajanayagam y cols., 2015). Asi la elevacion
de la temperatura escrotal produce alteraciones en la espermatogénesis
(Dewasmes y cols., 1991) al provocar apoptosis celular, dafio en el ADN,
paro en la espermatogénesis, disminucion de los niveles de inhibina e
incremento en la produccion de ERO (Jéozkow y Rossato, 2017). Los
espermatozoides del epididimo presentan alteracion de la motilidad y la
viabilidad, y la funcién de las células de Sertoli y de Leydig se ven
alteradas bajo estas condiciones (Durairajanayagam y cols., 2015). En

deportes como ciclismo, hipica, motociclismo y automovilismo podemos
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presuponer un incremento en la temperatura escrotal, sin encontrarse
correlacion entre la duracion del ejercicio y la temperatura escrotal (Jung
y cols., 2008). Por otro lado, estudios realizados en hombres que pasan
mucho tiempo sentados o usan ropa interior muy ajustada han concluido
que, se produce un descenso de los espermatozoides, pero que no tiene
un impacto sustancial sobre la fertilidad (Stoy y cols, 2004),
cuestionandose con resultados como estos, la hip6tesis de que las altas
temperaturas escrotales, causan alteraciones en la espermatogénesis

(Jung y Schuppe, 2007).

5.3.2.2 Alteraciones hormonales

La respuesta endocrina frente al ejercicio estd relacionada con
varios factores como tipo, duracion e intensidad de la actividad fisica. Es
conocido que el ejercicio agudo, a menudo, conduce a un incremento en
los niveles de testosterona (Sgro y cols., 2014). Por el contrario, cuando
este se realiza de forma crénica, mal ejecutado o intenso, puede inducir
una marcada disminucién de los niveles de estos. En este sentido, son
varios los autores que han observado, en deportistas de élite, que la
produccion y secrecion de testosterona se disminuye con la practica de
ejercicio, principalmente cuando es realizado de forma intensa (Hackney

y cols., 1998; Hackney y cols., 2008; Safarinejad, 2009).

La testosterona es el principal esteroide en el hombre. La mayor
parte de testosterona circulante proviene de la produccién por parte de

las células de Leydig del testiculo. Aunque dentro del hombre la glandula
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suprarrenal también produce pequefias cantidades de la hormona. La
regulacion de la produccion testicular se produce a través de un sistema
de retroalimentacion negativa que afecta a la hipdfisis anterior, al
hipotalamo y a los testiculos; denominado eje hipotalamico-hipofisario
gonadal (Islam y Trainer, 1998). El hipotdlamo libera de forma pulsatil
de hormona liberadora de gonadotropina GnRH. La GnRH estimula la
hipéfisis anterior que produce hormona luteinizante (LH) y hormona
foliculo estimulante (FSH). A nivel de los testiculos la LH y la FSH
interactdan con sus receptores (LH; Células de Leydig, FSH; Células de
Sertoli). Las células de Sertoli, bajo estimulacién de la FSH proveen la
matriz de soporte a las células germinales, segrega factores de
crecimiento necesarios para la espermatogénesis y produce dos
hormonas no esteroidales responsables del feddback entre las gonadas y
la unidad hipotalamo-hipo6fisis (activina e inhibina). La FSH estimula la
produccién de inhibina, la cual, a su vez, suprime la secrecion de FSH sin
alterar los niveles de LH. La LH estimula la secrecién de testosterona
desde las células de Leydig. Para el correcto funcionamiento de la
espermatogénesis son necesarias elevadas concentraciones de
testosterona. De otro lado, la testosterona regula su concentracién en
plasma, al actuar sobre el hipotalamo-hipéfisis, inhibiendo la secrecién

de LH (Islam y Trainer, 1998) (Fig 4).
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Figura 4. Regulacién hormonal de la espermatogénesis
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La testosterona es una hormona esencial en el hombre, tanto en
la pubertad como en la fase adulta (Cano Sokolff y cols., 2016). Esta
ampliamente demostrado, que la actividad fisica incrementa de forma
aguda los niveles de testosterona total libre (Di Luigi y cols., 2012,
Vingren y cols., 2010). Sin embargo, los estudios a medio y largo plazo
sobre los niveles de testosterona son menos claros. Se ha demostrado
que los niveles de testosterona dependen del tiempo, duracién e

intensidad del ejercicio. En los estudios realizados en deportistas de élite
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se ha demostrado que el entrenamiento de resistencia produce cambios
en la pulsatilidad de la LH y sensibilidad de la pituitaria a la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), observandose en atletas de
resistencia, jugadores de futbol y ciclistas aficionados, un descenso de
testosterona en comparacion con los controles (Arce y cols., 1993; de
Souza y cols., 1994; Hackney y cols.,, 1998; Maimoun y cols., 2003;
Wheeler y cols., 1984). Hipotéticamente se ha descrito que la secrecién
de andrégenos en atletas podria estar reducida por la supresién en la
liberacion de gonadotropinas y a los efectos directos/indirectos del
aumento de la hormona liberadora de corticotropina, corticotropina,

cortisol, catecolaminas o prolactina (Jozkéw y Medras, 2012).

5.3.2.3 Estrés oxidativo

La realizaciéon de ejercicio puede provocar un desequilibrio entre
la cantidad de ERO producida y los antioxidantes inherentes del
organismo generando un estatus de estrés oxidativo. Como vimos
anteriormente los espermatozoides debido a la abundante cantidad de
PUFAs de su membrana son especialmente vulnerables al dafio de ERO.
También las células de Leydig y las de Sertoli pueden verse afectadas por
un estado de EO, viéndose alterada por tanto de forma directa e indirecta
la espermatogénesis (Manna y cols. 2004; Jana y cols., 2008). Desde que
en 1978 Dillard y cols. evidenciaran un incremento en la peroxidacion
lipidica tras un ejercicio agudo aerdbico, son numerosos los estudios que

han valorado biomarcadores de estrés oxidativo en diferentes modelos
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de ejercicio. Asi de un lado se ha demostrado que los niveles marcadores
de estrés oxidativo se incrementaban, en corredores de larga distancia,
triatletas y atletas de élite (Kostaroupolus y cols., 2006, Knez y cols.,
2007, Tartibian y cols., 2012). De otro lado, se ha observado que cuando
el ejercicio es moderado se produce una respuesta adaptativa del
organismo incrementandose la cantidad de enzimas antioxidantes

(Gomez- Cabreray cols., 2008).

5.3.2.4 Trauma

El trauma testicular es una lesién que puede ocurrir en hombres
que participan en ciertas disciplinas, pese a esto el efecto del micro
trauma sobre la funcion testicular no ha sido valorada, siendo los ciclistas
y jinetes los posibles afectados. Lo tnico que se ha valorado en ciclistas
de montana que no tenian historias de anteriores incidentes es que
revelaban anomalias ecograficas en un 94% de los casos (Frauscher y

cols., 2001).

5.3.3 Valoracion parametros reproductivos en atletas

Larealizacion de un andlisis de esperma es una de las herramientas
mas comunmente usadas para valorar capacidad reproductiva y de
forma indirecta la fertilidad, pese a que, es una herramienta pobre que
estd sujeta a grandes variaciones debida a factores estacionales y de

abstinencia que pueden afectar a los resultados (Aulesa y cols., 2007).
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Durante varias décadas, el analisis de esperma ha sido estudiado
en diversos modelos de deporte (Olive, 2010). Asi, segun la intensidad,
duracién y tipo de ejercicio los resultados son variables. Cuando el
ejercicio se practica de forma moderada supone mejora en parametros
seminales como la concentracion, volumen, motilidad y morfologia de los
espermatozoides y disminuciéon de respuesta inflamatoria y estrés
oxidativo. Vaamonde y cols. en 2012, observaron mejoras en el
seminograma con mejor motilidad y menor nimero de morfoanomalias
espermaticas en individuos que realizaban actividad fisica, frente a
individuos sedentarios; mas tarde Gaskins y cols., (2015) y Hajizadeh
Maleki y cols., (2017) corroboraban dicho efecto beneficioso. Gaskin
(2013) en un estudio realizado también sobre una poblacién sana,
valoraba la diferencia en pardmetros seminales de hombres que
realizaban una actividad fisica moderada y vigorosa frente a hombres
que veian mucho la televisiéon, concluyendo que, una mayor
concentracion de espermatozoides y mayor volumen de esperma estaba
correlacionado positivamente con la practica de ejercicio y
negativamente con la cantidad de horas de television que veian.
Hajizadeh Maleki, 2017 comparaba el efecto de tres modalidades
diferentes de ejercicio, a diferentes niveles de intensidad, destacando
que, en los tres casos, la practica de ejercicio producia una disminucion
de marcadores inflamatorios y de estrés oxidativo a nivel reproductivo,
asi como una mejora de la calidad seminal y mayor integridad del ADN

espermatico.
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Son varias las evidencias que demuestran que, dicho efecto
beneficioso pudiera ser debido a, la disminucién de mediadores
inflamatorios que se producen con la practica de un ejercicio moderado-
controlado (Tartibian y cols., 2011, 2015; Abd El-Kader y cols., 2013;
Hajizadeh Maleki y cols., 2017) y/o0 a la mejoria sobre el estado de estrés
oxidativo también observado en diferentes tejidos y células (Ennezat y

cols., 2001; Edwards y cols., 2004; Linke y cols., 2005).

Sin embargo, cuando el ejercicio se practica a un nivel mas alto de
intensidad (por ejemplo, en triatletas, maratonianos o ciclistas) los
resultados son diferentes, observandose alteraciones de la funciéon
testicular. Asi en maratonianos se han descrito alteraciones subclinicas
en la densidad, motilidad y morfologia espermatica (Arce y cols., 1993,
Jensen y cols., 1995), estando estas asociadas al nivel de entrenamiento
(de Souza y cols.,, 1994, 1997); en ciclistas de resistencia, se han
observado, desequilibrios en de estado de estrés oxidativo (Maleki y
cols., 2014), asi como descenso en los valores normales de morfologia,
concentracion y motilidad espermatica (Gebreegziabher y cols., 2004;
Wise y cols., 2011; Kipandula y Lampiao, 2015); y en triatletas de élite se
han descrito incremento en los niveles de fragmentacion del ADN, en la
cantidad de células redondeadas y en el porcentaje de morfoanomalias

(Vaamonde y cols., 2009; Vaamonde y cols., 2018).

Existe la teoria de que ejercicio intenso a largo plazo puede en
ocasiones no provocar alteraciones del seminograma ya que el propio

sistema inmune y las enzimas antioxidantes han sido capaces de
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producir una respuesta adaptativa, disminuyendo el efecto negativo

mencionado (Homaee y cols., 2014).

5.4. EJERCICIO FiSICO Y FERTILIDAD EN ROEDORES

Dado que en ocasiones es dificil la investigacion en seres
humanos, gran parte de los estudios se realizan sobre modelos animales,
en concreto sobre roedores. Algunas de las cepas (como en el caso de la
CD-1) presentan caracteristicas anatomicas y fisioldgicas que les
confieren propiedades adecuadas para ser usados en la investigacion
referente al cancer, nuevos farmacos, y toxicidad. El ratéon CD-1 adquiere
la pubertad tanto en los machos como las hembras entre las 6 y 8
semanas, y el proceso de diferenciacion de una espermatogonia en
espermatozoide (espermatogénesis), tiene una duracién de 43 dias
(Murta y cols., 2014), lo que hace que sea buen candidato para este tipo

estudios.

La natacidn forzada y la carrera en cinta rodante son dos de los
modelos mas empleados en roedores (Wang y cols., 2010). La natacién
forzada en tanques de agua a temperatura controlada es uno de los
métodos mas utilizados, ya que permite valorar la funcién testicular
evitando el efecto que el incremento de temperatura por roce pudiera
tener sobre la misma, al mantener el agua entre 35+12C de temperatura

(Mannay cols., 2003 a, b, 2004; Jana y cols., 2008).

La valoracién de como el ejercicio afecta a la funcion testicular en

roedores viene siendo estudiada desde hace afios. Cuando leemos la
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literatura nos encontramos que existe mucha disparidad tanto en los
protocolos empleados como en los resultados encontrados por los
distintos autores. En este sentido, se han descrito efectos beneficiosos y
efectos perniciosos con la realizacion de ejercicio. En cuanto a los
beneficios que aporta se ha observado que, con modelos de ejercicio
moderado (natacién 15 minutos diaria), se incrementaban los niveles de
testosterona y se reducian los marcadores de estrés oxidativo e
inflamacién asociados al envejecimiento (Zhao y cols., 2013). También
en modelos moderados crénicos (carrera durante 14 meses), se
observaba que, el ejercicio protegia a los testiculos contra los efectos
adversos del envejecimiento, al conseguir una adaptacién del organismo
a los cambios oxidativos ocasionados con la edad (Chigurupati y cols.,
2008). En contraposiciéon con estos resultados, otros autores han
observado efectos negativos. En 2003, Mingoti y cols. fueron los
primeros en valorar como un ejercicio moderado de natacion forzada de
3 minutos diarios durante 15 dias, producia una disminucién del nimero
de espermatidas. Empleando el mismo modelo, pero incrementando el
numero de dias (50 dias), otros autores apreciaban cambios en la
motilidad, fertilidad y porcentaje de espermatozoides con formas
anormales (Saki y cols., 2009, 2010; Rodriguez y cols.,, 2016). Con
programas de ejercicio de mayor intensidad, son varios los autores que
han descrito un estatus de estrés oxidativo testicular, junto con
alteraciones de la espermatogénesis y por tanto alteraciones de
parametros del seminograma como: concentracion, motilidad,

morfologia y vitalidad (Manna y cols., 2003, 2004 a, b; Jana y cols., 2008;
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Minaii y cols., 2014; Moayeri y cols., 2018; Guo y cols., 2019). Manna y
cols., (2003) observaban que un programa de natacion de 3 horas, 5 dias
a la semana durante 4 semanas, producia alteraciones en Ia
espermatogénesis, con alteracion de la concentraciéon y motilidad, al
provocar una disminucion de las enzimas antioxidantes del testiculo y de
los niveles de testosterona, junto con un incremento de la peroxidacion
lipidica de las membranas (Manna y cols., 2003; 2004 a, b). Jana y cols.
en el afio 2008 con una disminucion de la intensidad a 1 hora, pero
prolongando a 6 los dias de la semana y a 8 el nimero de semanas
observaban que, se producian alteraciones en los niveles de testosterona,
en la espermatogénesis y en parametros seminales como la morfologia
espermadtica y la concentracién. Posteriormente otros autores como
Minaii y cols., (2014) y Moyaeri y cols., (2017) con un programa de
ejercicio similar al empleado por Jana reflejaban resultados similares con
alteracion del estatus oxidativo del testiculo y alteracién de parametros

seminales como la vitalidad, la motilidad y la morfologia.

Con lo referido en los apartados anteriores, tanto en el hombre
como en roedores, el ejercicio, pese a que la intensidad de este sea media
moderada, en muchos de los casos resulta pernicioso para los
parametros espermaticos relacionados con la fertilidad (Saki y cols,,
2009, 2010; Rodriguez y cols., 2016). Seguin la revision bibliografica
realizada para este estudio, aun no se ha encontrado un patrén inico que

demuestre que el ejercicio sea beneficioso para la actividad sexual del
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macho. Esto en gran parte es debido a, la gran variabilidad de tipos de
entrenamientos, intensidades y duracion que existen para todas las

disciplinas.

5.5. ADMINISTRACION DE ANTIOXIDANTES EXOGENOS Y

REPRODUCCION.

Para mejorar la capacidad antioxidante inherente del organismo
se ha estudiado la suplementacion con antioxidantes exégenos a varios
niveles, incluido el reproductivo. Son numerosos los estudios tanto en
vivo como in vitro que han valorado el uso de sustancias con efecto
antioxidante como tratamiento de infertilidad encontrandose resultados
muy diversos (Safarinejad y cols., 2009, 2012; Cakiroglu y cols., 2014);
esta diversidad de resultados se debe en parte a la falta de
homogenizacion de los estudios y de los sujetos seleccionados.

También se han valorado como suplemento en la dieta en sujetos
sometidos a ejercicio para valorar si disminuyen los efectos perniciosos
que el ejercicio produce sobre la funcidn testicular. En este sentido, en
modelos de ratones se ha empleado la melatonina, la vitamina C, la
vitamina E, la N acetil cisteina y el resveratrol (Minaii y cols., 2014;

Vijayprasad y cols., 2014; Rodriguez y cols., 2016; Moayeri y cols., 2018).
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5.5.1 Trans- resveratrol

El resveratrol es un polifenol, que ha sido clasificado como una
fitoalexina debido a que se sintetiza en espermatofitas en respuesta a
ciertos tipos de estrés, infecciones bacterianas y fungicas, radiacion
ultravioleta o exposicion a ozono. Esta presente en alimentos como uva,
arandanos, vino tinto y cacahuetes, entre otros (Gao y cols., 2002). Los
isdbmeros cis- y trans- coexisten en los alimentos naturales y plantas, sin
embargo, la forma mayoritaria y mas estable parece ser el isomero trans-

La cis-isomerizacion puede ocurrir cuando la isoforma trans- es
expuesta a la luz solar (Chen y cols., 2007) o artificial o radiaciéon
ultravioleta (Camont y cols., 2009) a 254nm de longitud de onda o
366nm (Blache y cols., 1997).

Tiene una estructura quimica que muestra bastantes similitudes
con estrogenos sintéticos como el dietilestilbestrol y con el 17-3-
estradiol (Fig 5), razon por la cual se han llevado a cabo varios estudios
con la finalidad de probar su capacidad para actuar como un

fitoestrégeno (Gehm y cols., 1997; Turner y cols., 1999).
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Figura 5. Estructura quimica del trans-resveratrol y el 17 8 estradiol. Obsérvese su similitud en
la estructura (tomada de Gambini y cols., 2005)
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17-B-estradiol trans-resveratrol

Ademas, como otros muchos polifenoles, el resveratrol puede
sufrir un proceso de autooxidacidn, lo cual conlleva la produccién de 0%
y H202 (Fig 6). Su actividad antioxidante ha sido determinada en
mitocondrias cerebrales aisladas, las cuales, al ser incubadas con
estradiol, muestran una inhibicion de la respiracién mitocondrial.
Ademas, inhibe la actividad del complejo III por competiciéon con la
coenzima Q; este hecho es interesante ya que determina su actividad
antioxidante en la mitocondria, lo cual no solo se produce por su
actividad en la captacion de electrones desapareados (02 y OH-), sino,
ademas, por actuar sobre un complejo que produce radicales libres.
Como parte de su funcién antioxidante, también inhibe la peroxidacion
lipidica inducida por los productos de la reaccién de Fenton (Zini y cols.,

1997).

Otra de las actividades observadas mas recientemente, es la de

activacion de las sirtuinas. Las sirtuinas son proteinas desacetilasas que
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regulan el metabolismo, las respuestas al estrés y los procesos de
envejecimiento, y se ha sugerido que median el efecto que prolonga la
vida util de una dieta baja en calorias (Shoba y cols., 2009) Asi, la
activacion de la sirtuinas puede imitar efectos de extension de la vida y
aliviar enfermedades metabdlicas (Gertz y cols.,, 2012). En cuanto al
papel de las sirtuinas a nivel testicular se ha estudiado que juegan un
papel importante en la regulaciéon del metabolismo testicular (Rato y
cols., 2016). Ademas de esta funcidn, desde hace unos afnos se ha
evidenciado su relevancia, especialmente de la SIRT 1, sobre el
mantenimiento de la espermatogénesis. Asi se ha demostrado su papel
vital en la fertilidad observandose que animales carentes de SIRT 1 eran
infértiles y exhibian una disfuncién del eje hipotaldmico gonadal.
(Kolthur- Kolthur-Seetharam y cols., 2009). Todo este eje esta
controlado por varias hormonas y factores, entre ellos las sirtuinas, esta
demostrado que las sirtuinas afectan a la espermatogénesis
primariamente al interrumpir el eje hipotalamo-pituitario. La SIRT 1 se
expresa ampliamente en el hipotalamo (Cakir y cols., 2009) y su

inactivacion reduce la expresién de GnRH por el hipotalamo.
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Figura 6. Puntos de accién del trans-resveratrol en los procesos de oxidacién (tomado de Alacrén
de Lastray Villegas, 2007)
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Las propiedadesin vitro del trans-resveratrol han sido
ampliamente estudiadas y contrastadas, entre ellas cabe destacar su
actividad como  anticancerigeno, antiagregante plaquetario,
antiinflamatorio y antialérgico. En cuanto a sus propiedades in vivo su
actividad no esta tan clara; existen numerosos estudios que encuentran
beneficios sobre el sistema cardiovascular, enfermedades como la
diabetesy sobre lalongevidad; sin embargo, otros autores no encuentran
una equivalencia de los estudios in vitro a in vivo. Esta discrepancia es

debida a la biodisponibilidad que tiene el trans-resveratrol. Tras un
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consumo oral se ha comprobado que la absorcién es muy buena, pero las
vias metabdlicas dejan solo una pequena fraccion de resveratrol libre en
sangre, por lo que la disponibilidad en los tejidos diana es muy baja y no
se llegan a las concentraciones empleadas en los estudios in vitro. Asi
pues, aunque los estudios in vitro indican que se trata de una molécula
biolégicamente activa con propiedades saludables, los estudios
realizados in vivo hasta el momento no pueden confirmar parte de estos
resultados, lo cual puede atribuirse a su baja biodisponibilidad (Alarcon

de Lastra and Villegas, 2007).

5.5.1.1 Efectos del trans-resveratrol sobre la reproduccién

En cuanto a sus efectos sobre la reproduccion, se ha demostrado
que protege particularmente a los espermatocitos contra la peroxidacion
lipidica, incrementa el nimero de espermatozoides y mejora la motilidad
(Shin y cols., 2008). Ademas, incrementa la produccion de esperma al
estimular el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal en ratas (Juan y cols.,,
2005), disminuye la apoptosis en células germinales en ratones y ratas
(Revel y cols., 2001), mejora la azoospermia inducida por 2,5
hexanodiona y promueve la espermatogénesis en ratas (Jiang y cols.,
2008), minimiza los dafios histologicos causados en testiculos como
consecuencia del estrés oxidativo que se produce con la inmovilizaciéon
crénica (Bitgul y cols., 2013) y agentes oxidantes (Yulug y cols., 2013),
disminuye las alteraciones téxicas en testiculo y epididimo causadas por

el cisplatino (Reddy y cols., 2016), reduce las alteraciones producidas
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por varicocele inducido en ratas prepuberes en etapa adulta (Mendes y
cols, 2016), y presenta cierta proteccion sobre las anomalias
encontradas en esperma de individuos con problemas de fertilidad
debido ala obesidad (Cui y cols., 2016). También se ha usado en humana
en medios de diluciéon en procesos de crio preservacién para evitar o
disminuir los dafios en ADN y preservar la integridad del esperma

(Branco y cols., 2010).

Pese a esto, también se ha demostrado efectos negativos sobre la
reproduccion. Se ha observado que dosis de 8 y 20 mg/Kg/
administradas dos veces al dia intraperitonealmente, hacen que el
resveratrol actiie como pro-oxidante y consecuentemente provoque un
incremento de la peroxidacion lipidica con el consiguiente descenso de
la cantidad de esperma y la motilidad; una disminucién de los niveles
enzimas antioxidantes; y una alteracién de la histomorfologia testicular,

con pérdida significante de células de Leydig (Ranawat y cols., 2013).

5.5.1.2 Efectos del trans-resveratrol sobre reproducciéon en
individuos sometidos a ejercicio

El trans-resveratrol ha sido empleado en modelos de ejercicio con
la finalidad de valorar si previene o evita los dafios producidos por el
ejercicio sobre la funcion testicular. En un modelo animal, nuestro grupo
valoraba el efecto de 200 mg/Kg de trans-resveratrol sobre la morfologia

espermatica e histomorfometria de tubulos seminiferos en ratones
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sometidos a un programa de ejercicio de 3 minutos diarios de natacion
forzada, durante 50 dias, encontrando que, el trans-resveratrol protegia
del dafio sobre la morfologia espermatica que el ejercicio producia, asi
como disminuia la apoptosis (Rodriguez y cols., 2016). Con posterioridad
otros autores también han observado que el resveratrol mejoraba la
disfuncién reproductiva causada por el ejercicio intenso al aumentar la
secrecion de testosterona, la capacidad antioxidante y al mejorar la via

de transduccion de la sefial de la espermatogénesis (Guo y cols., 2019).

5.5.2 Coenzima Q10 y ubiquinol

La coenzima Q10 (CoQ10) es una quinona, que se encuentra en
multitud de organismos vivos como levaduras, plantas y animales. Hay
tres estados redox de la CoQ10, totalmente oxidado (ubiquinona),
semiquinona (ubisemiquinona) y totalmente reducida (ubiquinol) (Fig
7) Presenta dos actividades principales, de un lado bioenergética ya que
es un componente de la cadena de transporte de electrones, participando
en la respiracion celular aerdbica, generando energia en forma de ATP y
de otra antioxidante. La actividad antioxidante aparece solo con la forma
reducida (ubiquinol), cuya concentracién en el organismo es
aproximadamente el 90% del total de CoQ10. Como antioxidante acttia a
nivel de las membranas lipidicas y lipoproteinas (Kagan y cols., 1996),
elimina radicales libres y previene la iniciacién y propagacion de la

peroxidacion lipidica en las membranas celulares, ayudando ademas a la
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regeneraciéon de otros antioxidantes como el tocoferol y el ascorbato

(Craney cols., 2001) (Fig 8).

Figura 7. Estructura quimica del ubiquinol, ubiquinona y semiquinona (tomado de Turunen y

cols., 2004).
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Su funcién como antioxidante no solo la realiza de forma

individual sino también de manera cooperativa y sinérgica con otros

antioxidantes. La interaccion mejor conocida desde hace afios es entre la

coenzima y la vitamina C y E (Niki, 1997).
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Figura 8. Lugares de accién del ubiquinol, vitamina E y ascorbato, en el proceso de peroxidaciéon
lipidica (modificado de Turureny cols., 2004)
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5.5.2.1 Efectos de la coenzima Q10 sobre la reproduccion

Ambas funciones del Q10, bioenergética y antioxidante, sugieren su
implicacion en procesos de infertilidad masculina. De un lado, es del todo
conocida la gran cantidad de mitocondrias presentes en el
espermatozoide, las cuales, son necesarias para que adquiera su

motilidad y de otro lado, la proteccién de membranas del dafio oxidativo
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podria jugar un papel importante en la preservacion de integridad del

esperma (Mancini y Balercia, 2011).

Es sabido que existen niveles de CoQ10 en plasma seminal y
células espermaticas, donde probablemente ejerza funciones
metabolicas y antioxidantes. Algunos autores han demostrado que la
concentracion de CoQ10 en plasma seminal muestra correlacion directa
con parametros seminales como motilidad y concentracion,
encontrandose alteraciones en niveles de CoQ10 en condiciones
asociadas con infertilidad como oligozoospermia, astenozoospermia y
varicocele. (Mancini y cols., 1994; Balercia y cols., 2002; Mancini y

Balercia, 2011; Gvozdjakovay cols., 2013).

En humana se han realizado estudios in vivo, para valorar c6mo
el ubiquinol usado como suplemento en la dieta, afecta a parametros
espermaticos de individuos con diferentes problemas de fertilidad,
observandose resultados contradictorios debido posiblemente a la falta
de homogenizacion en cuanto a dosis e individuos seleccionados. En lo
que respecta a la concentracion de espermatozoides algunos estudios
han observado mejorias en pacientes con oligoastenoteratozoospermia
idiopatica, a diferentes dosis (300mg y 200mg durante 26 semanas)
(Safarinejad y cols., 2009, 2012), mientras que otros no han detectado
cambios con dosis de 200 mg y 100 mg (Balercia y cols., 2009,
Nadjarzadeh y cols., 2011, 2014, Carikoglu y cols., 2014). En cuanto a la
motilidad y la morfologia de los espermatozoides los resultados

obtenidos también han sido controvertidos (Balercia y cols., 2004;
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Balerciay cols., 2009; Safarinejad y cols., 2009, 2012; Nadjarzadeh y cols.,
2011; Cakiroglu y cols., 2014).

En modelos de roedores el ubiquinol ha sido usado para valorar
su efecto protector sobre la toxicidad testicular producida por exposicion
a campos magnéticos (Ramadan y cols., 2002) y a agentes oxidantes

como el cadmio (Ognjanovi¢ y cols., 2010).

5.5.2.2. Efectos de la coenzima Q10 sobre la reproduccién en
individuos sometidos a ejercicio

En nuestro conocimiento no hay ningin estudio, publicado hasta
la fecha, ni en modelo animal ni humano, que haya valorado el efecto de
la suplementaciéon con ubiquinol sobre la fertilidad de individuos

sometidos a ejercicio.

5.5.3 Acido ascérbico (vitamina C)

El acido ascorbico (Fig 9), también conocido como Vitamina C, es
una vitamina esencial y un importante antioxidante hidrosoluble, que se
sintetiza quimicamente a partir de la glucosa. El ascorbato (AH-) (Fig 10),
forma quimicamente estable, es un gran agente reductor debido a sus dos
hidroxilos (OH-) ionizables, capaces de eliminar de los tejidos los ERO. El
acido ascérbico también posee la capacidad de regenerar la vitamina E,

y de esta manera la mantiene en un estado activo contribuyendo a la
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accion antioxidante. Protege de la oxidacion a las lipoproteinas de baja

densidad, conjugandose con compuestos hidrofébicos.

Figura 9. Acido ascérbico (Vitamina C) Figura 10. Ascorbato
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5.5.3.1 Efecto del acido ascérbico sobre la reproduccién

El &cido ascérbico, es un antioxidante, presente en plasma seminal
y también en pequefias pero detectables concentraciones en células
espermaticas, asi sus niveles en plasma seminal son 10 veces mayores a
los encontrados en sangre (Jacob y cols., 1992). Juega un importante
papel en el correcto desarrollo de la espermatogénesis, asi como en la
proteccion del testiculo del dafio oxidativo (Sonmez y cols., 2005; Aitken
y Roman, 2008) de un lado por su efecto antioxidante y de otro porque
incrementa los niveles de testosterona en sangre (Okon y Utuk, 2016;
Sénmez y cols., 2005). Como antioxidante, la vitamina C neutraliza
radicales hidroxilos, superéxidos y peréxidos de hidrégeno y previene la
peroxidacién lipidica. En ratones sanos, a dosis equivalente a la
empleada en humana, se ha visto que reduce la peroxidaciéon lipidica
(Sonmez y cols., 2005) e incrementa la cantidad de esperma y la

proporcién de espermatozoides con morfologia normal (Mishra y

72



Acharya, 2004). En humana, los niveles de acido ascérbico en plasma
seminal estdn positivamente correlacionados con el porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente normales (Thiele y cols., 1995) y
negativamente correlacionados con la fragmentacion de ADN (Song y
cols., 2006). A concentraciones menores de 1000 umol/L, la vitamina C
es antioxidante y a concentraciones mayores actia como agente
prooxidante (Lanzafame y cols., 2009). Se ha visto que, el tratamiento
con un gramo diario de vitamina C, mejora la calidad de esperma en
humanos, incrementando la cantidad de esperma la concentracion y
motilidad (Eskenazi y cols., 2005), no estando bien establecidos los
periodos de duracion de tratamientos. Ademas, se ha visto en diferentes
modelos de animales, que reduce los efectos deletéreos que algunas
sustancias toxicas y venenos producen sobre la fertilidad (Salem y cols.,

2001; Das y cols., 2002; Ahkorede y cols., 2020).

5.5.3.2 Efectos del acido ascérbico sobre la reproduccién en
individuos sometidos a ejercicio

El efecto beneficioso de la suplementacién oral con &cido
ascorbico en la dieta si ha sido estudiada en modelos animales de
ejercicio. Samanta y cols., (2006) administrando diariamente 25 mg/Kg
de vitamina C a ratones sometidos a natacion forzada (3 horas diarias, 5
dias a la semana, durante 6 semanas), observaban un efecto protector
sobre la funcioén testicular. Posteriormente otros estudios corroboraban

su efecto beneficioso sobre modelos de ejercicio al mejorar la
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concentracion y motilidad espermatica a dosis de20-30 mg/Kg/dia

(Vijayprasad y cols., 2014).
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 ANIMALES

Para el estudio se usaron 75 ratones macho, de la cepa CD-1, de
65 dias de edad y 40gr de peso, procedentes de los laboratorios Janvier

Labs” Rodent Research Model and Associated Services” (Francia).

Los animales se alojaron en el animalario del Servicio
Centralizado de animales de Experimentacion de la Universidad de
Cordoba en jaulas individuales y se mantuvieron en un ambiente
controlado de 21 + 1°C, 55% de humedad y un ciclo de luz/oscuridad
12/12 (Fig 11). Se alimentaron con pienso estandar comercializado por
PANLAB S.L y agua ad libitum. Antes del inicio, se respet6 un periodo de
5 dias de aclimatacion. El experimento fue aprobado por el Comité

Bioético de la Universidad de Cérdoba.

Los animales se distribuyeron al azar en 5 grupos homogéneos de 15

ratones (n=15):

- Grupo control (CG): grupo control en reposo
Grupo ejercicio (EJERC): grupo de ejercicio de natacion sin

antioxidantes

- Grupo ejercicio + Trans-resveratrol (EJ-Resv): grupo ejercicio de

natacion con administracion de trans-reveratrol.
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- Grupo ejercicio + Ubiquinol (EJ-Ubiq): grupo de ejercicio de
natacién con administracion de ubiquinol.
- Grupo ejercicio + Excipiente (EJ-Excp): grupo de ejercicio de
natacién con administracion de excipiente.

Diariamente los animales se revisaron clinicamente de
manera individual para valorar cualquier problema que pudiera
surgir durante el estudio que los hiciera tornarse no aptos para el

experimento.

Figura 11. Fotografia de tres de los grupos sometidos a estudio. Los animales estaban alojados
en cajas individuales
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6.2. PROGRAMA DE EJERCICIO

Los animales de los grupos EJERC, EJ-Resv, EJ-Ubiq y EJ-Excp, se
sometieron durante 50 dias a una sesion diaria de ejercicio intenso de 3
minutos de natacién forzada (Saki y cols., 2009, 2010; Vaamonde y cols.,
2012; Rodriguez y cols.,, 2016) en piscinas circulares de 60 cm de
diametro y 80 cm de profundidad con agua a temperatura controlada de
entre 33-352C (Fig 12). El orden de los animales era distinto cada dia y
se hacia de forma aleatoria con el fin de minimizar el estrés por
manipulacion y entrenamiento. Al final de cada sesion los animales se
secaron con toallas y se devolvieron a sus jaulas. Los animales del grupo
CG, que no realizaban ejercicio, se manipularon al igual que el resto

simulando el secado con toalla.

Figura 12. Ratén sometido a una sesion diaria de natacién en tanque de agua templada.
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6.3 ADMINISTRACION DE ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes se administraron mezclados con pienso en
tortas de 1 gramo. Los equipos empleados para la elaboracion de las
tortas pertenecen a la Unidad de Banco de Muestras del Servicio Central
de Apoyo a la Investigacion de la Universidad de Cérdoba (SCAI). Para le
elaboracion de estas en primer lugar se molio el pienso con un molinillo
de laboratorio con un tamiz de 1mm. Este se mezcl6 con una cantidad de
agua destilada en una proporcién 1:1, en la cual previamente se habia
disuelto la cantidad proporcional de antioxidante correspondiente. Las
dosis seleccionadas fueron: 200 mg/Kg de trans-resveratrol (Caiman
Chemical Company), 200 mg/Kg de ubiquinol + excipiente compuesto
por 73.93% de goma arabica, 20.44% dextrina y 4.63% de vitamina C del
Laboratorio Kaneka y la cantidad proporcional de excipiente
correspondiente a 200mg de ubiquinol del laboratorio Kaneka. Tras
mezclar durante 5 minutos para homogenizar la masa ésta se metié en
moldes de poliespan de 1 cm de didmetro y 2,5 de profundidad. Una vez
en los moldes, éstas se congelaron a -80°2C durante 24 horas y
posteriormente se liofilizaron durante 24 horas mas en un liofilizador
EZ-Dry, modelo AZ-20, (FTS Systems, Stone Ridge, Nueva York)
conectado a una bomba de vacio marca Telstar tipo 110/80 VDE0530/72
26/96 (Tesltar, Tarrasa, Espafia), existente en la Unidad de Banco de
Muestras del Servicio Central de Apoyo a la Investigacion de la
Universidad de Cérdoba (SCAI). Tras esto se envolvieron en papel de

aluminio y se congelaron a -212C hasta su posterior uso. La elaboracion
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de las tortas de trans-resveratrol se realiz6 en un cuarto oscuro con luz
roja tenue para evitar la isomerizacion de la molécula. Ademas, se
elaboraron tortas placebo de la misma manera sin afiadir ninguin

antioxidante para los grupos CG y EJERC.

De cada lote de tortas se tomaron 20 unidades elegidas de forma
aleatoria para analizar el contenido de antioxidante en cada lote. Las
tortas de trans-resveratrol y ubiquinol se analizaron en el SCAI de la
Universidad de Cdérdoba mediante método de extracciébn por
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), con detecciéon por DAP
(Detector de diodo Array) (Rodriguez-Bernaldo col., 2009) para las
tortas de trans-resveratrol, y las de ubiquinol se analizaron mediante
extraccion de la fraccion lipidica del pienso (con hexano) y separacion
mediante HPLC con detector electroquimico (Lépez-Dominguez y cols.,

2013).

Las tortas se administraban junto con el pienso tras la finalizacion
del ejercicio (Fig 13). En el caso del trans-resveratrol, éstas se
administraron por la tarde con el inicio del ciclo de oscuridad para evitar

que se isomerizara el producto con la luz.
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Figura 13. Administracion de antioxidantes diarios a uno de los animales
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6.4. SACRIFICIO Y TOMA DE MUESTRAS

Veinticuatro horas tras la finalizacién del experimento los
animales se sacrificaron mediante dislocacién cervical (Howell y cols.,
2003) y posterior decapitacion. Una vez sacrificados se abri6 el abdomen
por laparotomia en linea media para la obtenciéon de epididimos y
testiculos. Los epididimos se diseccionaron y despojaron de la grasa
circundante y se procedid a abrir la cola con ayuda de una aguja de 22
gauge para vaciar el contenido espermatico sobre en un portaobjetos de
cristal (Sztein y cols, 2000). Los testiculos se extrajeron y se
identificaron individualmente y se conservaron en alcohol de 802
durante 24 horas para posteriormente conservarlos en fijador de Bouin
por un maximo de 48 horas. Transcurrido dicho tiempo en el laboratorio

del Departamento de Ciencia Morfoldgicas de la Facultad de Medicina de
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la UCO, se procedio a realizar la inclusion en parafina y los cortes a 4
micras, que se tifieron para su posterior analisis histologico con la tincion

de hematoxilina- eosina.

6.5. VALORACION MORFOLOGICA Y VITALIDAD DE LOS
ESPERMATOZOIDES

La morfologia y la vitalidad son dos parametros que se incluyen
en el seminograma basico, correlacionados con la fertilidad del macho. El
incremento en el nimero de espermatozoides anormales es indicativo de
alteraciones durante el proceso de la espermatogénesis (anomalias
mayores) o durante el proceso de transporte de los espermatozoides por
el sistema de conductos del testiculo y epididimo (anomalias menores).
La vitalidad espermatica indica la proporcion de espermatozoides vivos
en el eyaculado y también es indicativo de alteraciones durante el

proceso de espermatogénesis y del transito epididimario.

Para la valoracién morfolégica y de la vitalidad de los
espermatozoides, se realizd una tincidon con eosina-nigrosina (Vital
Screen™, FertiPro®) (Fig 14). La tincién se prepard de la siguiente forma
por cada animal: en un tubo eppendorf se mezclaron de forma previa los
dos colorantes (20 pl de eosina y 30 pl de nigrosina) y se atempero
introduciéndolo en el bafio maria a 352C durante un minuto, para
posteriormente introducir las dos colas del epididimo previamente
abiertas en el eppendorf. Tras esto, se colocaron de nuevo al bafio maria

durante otro minuto tras homogeneizar la solucién con una micropipeta.
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Pasado este tiempo, se obtuvo una alicuota de la mezcla, que se coloco
sobre uno de los extremos del portaobjetos de cristal y se realizé una

extension. Se realizaron dos extensiones por cada animal.

Se valoraron 100 espermatozoides por cada portaobjetos, por
tanto, 200 espermatozoides por ratéon (Kvist y Bjorndahl, 2002)
mediante microscopia éptica (Olympus BH-2) a 100x bajo aceite de
inmersion. Se observo y anotd el numero de espermatozoides normales
y anormales, tomando como referencia el tipo de anomalia hallada en
cabeza (cabeza doble, grande, delgada, forma de martillo o insercién
abaxial), pieza intermedia (doblada, engrosada, delgada o con gota
citoplasmatica) y cola (cola en gancho, en lazo o doble) siguiendo la
clasificacion de Wyrobek y Bruce (1975). Las anomalias de los
espermatozoides se clasificaron como mayores, las que afectaban a la
cabeza o a la pieza intermedia del espermatozoide y menores las que
afectaban ala cola. Ademas, en esos 200 espermatozoides analizados por
raton, también se valord y anot6 la vitalidad de estos, diferenciando los
vivos (en los que no habia penetrado el colorante), de los muertos (en los
que si habia penetrado el colorante). Tanto la morfologia como la
vitalidad se realizaron por el mismo operador para disminuir la posible
variabilidad entre operadores. Los datos obtenidos se recogieron en

tablas de Microsoft Office Excel para su posterior analisis estadistico.
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Figura 14. Valoracién de morfologia y vitalidad espermdatica mediante la técnica de eosina-
nigrosina. A) espermatozoides normales (flechas blanca y negra); B) espermatozoide con cabeza
anormal (flecha negra); C) espermatozoide con cola anormal (flecha negra) D) espermatozoide
con pieza intermedia anormal (flecha negra). Barra de escala indica 8um

6.6. ESTUDIO HISTOMORFOMETRICO DE LOS TUBULOS SEMINIFEROS
Y MEDICIONES CELULARES

Para el estudio histomorfométrico se emple6 un microscopio
Nikon Eclipse de 100X, equipado con una camara digital Sony y el
correspondiente software formato tif-RGB de 24 bits para la captura y

tratamiento de imagenes digitales, previa calibracion con un microémetro
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homologado Leitz a 5, 10 y 20X, perteneciente al Departamento de
Ciencias Morfoldgicas y Sociosanitarias de la Facultad de Medicina de la
U.C.0O. Las imagenes capturadas se enviaron y archivaron en un banco de
imagenes etiquetadas con las referencias de cada una de las muestras
que constituyen los diferentes lotes de estudio experimental y sus
correspondientes patrones. Posteriormente, las imagenes se cargaron en
el archivo para su andlisis morfométrico con el programa Image ProPlus

(IPWin 4) de Media Cybernetics version 6.1 (Rockville, MD, USA).

6.6.1 Andlisis morfométrico de los tubulos seminiferos

El objetivo de ese andlisis fue valorar el de tamafio de los tibulos
seminiferos que puede ser indicador de atrofia o hipertrofia testicular,
determinando ademads alteraciones del volumen de las células que
integran el epitelio del tibulo seminifero que puede ser consecuencia de

cambios en la espermatogénesis/espermiogénesis.

Se analizé una media de 10 tibulos por ratéon de cada uno de los
cinco grupos estudiados. Para estas valoraciones partimos de las
imagenes tomadas con el objetivo de 10X de las preparaciones tefiidas
con hematoxilina eosina evitando repetir estructuras u objetos ya

seleccionados y fotografiados.

El analisis histomorfomeétrico de los tibulos seminiferos consistio en el

analisis de los siguientes parametros:
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6.6.1.1 Area del epitelio germinativo (u?), porcentaje de epitelio
germinativo y porcentaje de la luz de los tibulos seminiferos

Para calcular dichos parametros, se trazaron los contornos tanto
externo como de la luz de los tubulos seminiferos (Fig 15). El area del
epitelio se obtuvo de calcular la diferencia del contorno externo del
tibulo menos el contorno de la luz interno, el porcentaje del epitelio
germinativo se calcul6 empleando la siguiente férmula (area del
epitelio/contorno del tabulo x 100) y el porcentaje de la luz se calcul6
utilizando la siguiente féormula (contorno de la luz/contorno del tdbulo x
100. Los resultados de estos tres parametros se exportaron a una hoja de

Excel para su posterior analisis estadistico.

Figura 15. Delimitacion de los contornos externos y de la luz sobre las imagenes a 10X, para la
determinacion del area de epitelio, porcentaje de epitelio y porcentaje de luz de los tubulos
seminiferos.
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6.6.1.2. Area (p?), aspecto, area/box (u?), didmetro minimo (),
circularidad (), longitud (u), anchura (p), y perimetro2 ()

Se realiz6 el trazado del contorno externo de los tubulos
seminiferos completos en cada campo microscépico (Fig 16), una vez
tomada la medicién y con la utilizacién del programa Image ProPlus

(IPWin 4) en dicho programa valoramos los siguientes parametros:

- Area: area del objeto, sin incluir espacios o agujeros.
- Aspecto: relacién entre el eje mayor y el eje menor de la elipse,
en nuestro caso tubulo seminifero.
- Area/box: relacién entre el area del objeto y el espacio que lo
delimita.
- Didmetro minimo: es el didmetro que menos varia dependiendo
de los cortes y que pasa por el centro de gravedad.
- Circularidad: determina la rugosidad del contorno del tubulo
seminifero, para su calculo se necesita previamente la
determinacion del perimetro2 y del area y se ajusta a la formula:
(perimetro2) 2/411x area.
- Longitud: mide el valor de la longitud a lo largo del eje mayor del
tubulo sin pasar por el centroide.
- Anchura: mide el valor del eje menor del tubulo.
- Perimetro2: mide la longitud de la linea del contorno externo del
tubulo.

Posteriormente todos estos datos se exportaron a una hoja

de Excel para su posterior analisis estadistico.
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Figura 16. Delimitacion de los contornos de los tibulos seminiferos sobre las imagenes de 10X
para determinar el drea, aspecto, diametro, circularidad, perimetro, anchura y longitud.
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6.6.1.3. Mediciones celulares de la pared de los tubulos
seminiferos

Utilizando las mismas preparaciones histologicas empleadas en el
analisis histomorfométrico de los tibulos seminiferos, se cuantifico el
area, aspecto y didmetro en una media de 10 tabulos por ratén. Estos
parametros se valoraron con el objetivo de 20X en muestras tefiidas con
hematoxilina eosina. La imagen con formato tif de 24 bits se convirtié en
imagen 8 bits en blanco/negro. Con la herramienta de segmentacion
manual del programa Image Pro Plus (IPWin 4) se establecieron los
rangos previos (niveles de grises) (Fig 17) en los que la segmentacion
se va a realizar, para separar estructuras nucleares de las que no lo
son, teniendo en cuenta la intensidad de su color o densidad hacia el
negro, (valor 0) siendo las estructuras altamente teflidas las que se
corresponden con la cromatina del nucleo, mientras que aquellas que
tienden al blanco corresponden a estructuras menos densas (citoplasma

celular, espacio intersticial, luz de vasos, edema, vacuolas, etc.).

- Area, aspecto y didmetro de los nicleos.

Dichos parametros se analizaron para determinar si los ntcleos
de las células que integran el epitelio germinativo presentaban signos de
procesos degenerativos que pudieran estar indicando un dafio oxidativo.
Para ello se utilizaron las preparaciones 20X en muestras tefiidas con
hematoxilina eosina y se seleccionaron en el programa Image ProPlus
(IPWin4) para posteriormente pasarlo a una hoja de Excel y realizar el

analisis estadistico.
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Figura 17. Proceso de segmentacién sobre preparaciéon de 20X, previamente convertida a
blanco/negro, para determinacion del area, aspecto y didmetro de los nicleos de las células de la

pared del tibulo seminifero.
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6.7 ESTUDIO SUBJETIVO DE LOS TUBULOS SEMINIFEROS Y DE LA
ESPERMATOGENESIS

El estudio de la espermatogénesis, asi como la valoracion de
alteraciones en los tubulos seminiferos, se realiz6 de forma subjetiva
siguiendo las indicaciones de un experto histopatélogo el Prof. Dr. José
Pefia Amaro del Departamento de Ciencias Morfolégicas vy
Sociosanitarias de la Facultad de Medicina de la U.C.O., sobre las
preparaciones de 20X previamente tefiidas con hematoxilina eosina (Fig

18). En este sentido se valor6 presencia de edema, arquitectura de la
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pared, presencia de células inmaduras en luz del tubulo seminifero y

apoptosis celular.

Se consider6 que existia apoptosis cuando se apreciaba
condensacion de la cromatina, vacuolizacion del citoplasma y rugosidad
de la membrana celular (Fig 19). Los datos fueron apuntados en los
diferentes grupos para su posterior analisis estadistico. También se

recogieron los datos de los animales que presentaron células inmaduras

en la luz de los tubulos.

Figura 18. Microfotografia a 10X de
corte  transversales de tdbulos
seminiferos normales.

Figura 19. Microfotografia a 20X de
corte transversal de tibulo seminifero.
Las flechas marcan el detalle de
fendmenos de apoptosis celular.
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6.8. ANALISIS DE ESTRES OXIDATIVO

Para valorar y cuantificar el estrés oxidativo se midi6 la
peroxidacidn lipidica de las membranas celulares, como indicador de
dafio oxidativo de los lipidos mediado por las especies reactivas de
oxigeno y se cuantificé las enzimas antioxidantes involucradas en la
eliminacidn de las especies reactivas de oxigeno, asi como los niveles de
uno de los principales antioxidantes del testiculo, como es el Coenzima
Q. Estos datos fueron determinados en Centro Andaluz de Biologia del
Desarrollo (CABD-CSIC), Universidad Pablo de Olavide de Sevilla, por el
Prof. Dr. Guillermo Lépez Lluch.

6.8.1 Peroxidacion lipidica

Para la determinacién de peroxidacidn lipidica se determinaron
niveles de malondialdehido (MDA) testicular. El malondialdehido es uno
de los principales productos derivados de la peroxidacion de los lipidos
de las membranas. Incrementos de los niveles de éste se asocian con
aumento de la peroxidacion. Este se determind con la reaccion del MDA
con dos moléculas de 1-metil-2-phenilindole a 452C, como describié
previamente (Gérad-Monniem y cols. 1998). Los niveles de MDA se

expresan como nmol por mg de proteina.
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6.8.2 Enzimas antioxidantes

Los cambios en la cantidad de enzimas antioxidantes también se
han usado en numerosos articulos para valorar el estrés oxidativo en
testiculo de raton. En nuestro estudio hemos usado los niveles de
enzimas antioxidantes del testiculo como: catalasa (CAT), superéxido
dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa

(GRd).

- Catalasa: la actividad de la catalasa se midi6 usando la de la
funcion peroxidativa de la catalasa con el kit comercial de catalasa
(Cayman Chemicals 707002). La funcién peroxidativa esta basada en la
conversion de alcoholes alifaticos en aldehidos, en presencia de una
concentracion optima de H202. Por esta razén, usando metanol como
alcohol alifatico y midiendo la cantidad de formaldehido generado se
determina la actividad de la catalasa.

- Superoxido dismutasa (SOD): la actividad de la SOD se midi6 con
el kit comercial (Sigma 19160) que determina la cantidad de WST-1
formazan generada. Este componente se genera como consecuencia de la
oxidacién de WST-1 por el anion superéxido. Asi, un incremento en la
SOD deberia mostrar un descenso de formacion de WST-1 formazan.

- Glutatién peroxidasa (GPx): la actividad GPx fue medida un
ensayo enzimatico acoplado previamente descrito (Tung y cols., 2015).
El ensayo midi6 la tasa de oxidacién de NBADPH a 340 nm utilizando

H202 como sustrato.
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- Glutation reductasa (GRd): la actividad de la GRd se determind
midiendo la oxidacion del de NADPH a 340 nm como fue descrito

previamente (Carlberg y Mannervik, 1985).

6.8.3. La actividad antioxidante total (TAS)

La actividad antioxidante total nos determina la capacidad de un
tejido para prevenir la oxidaciéon. En nuestro estudio se determind
monitorizando la capacidad de los antioxidantes para inhibir la
oxidacion ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)). La
capacidad del antioxidante en la muestra para prevenir la oxidacion de
ABTS fue comparada con la del Trolox (6- Hidroxi- 2,5,7,8-
tetrametilcromano- acido 2- carboxilico), permitiendo el calculo de la

capacidad antioxidante.

6.8.4 Niveles de Coenzima Q9 y Q1o

Un indicador de generacion de especies reactivas de oxigeno en
tejidos es la determinacion de la ratio Coenzima Qo/Q1o0. Asi la cantidad
de especies reactivas de oxigeno presentes en dicho tejido es

directamente proporcional a dicho ratio.

Los niveles de Coenzima Q¢ and CoQio se determinaron como
indican Rodriguez-Bies y cols., (2015) por extraccidn de lipidos desde un
homogeneizado con hexano y separados con HPLC segin Fernandez-
Ayala y cols. (2005). Los niveles se indican como pmol/mg proteina. La
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ratio Coenzima Q9/Q10 se calculé6 mediante la divisién de los datos

obtenidos para cada parametro.

Los resultados obtenidos se pasaron a una hoja de Excel para su

posterior analisis estadistico.

6.9. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa estadistico
STATGRAPHICS Centurion XVI (StatPoint Technologies Inc, 2009), con la
ayuda de los profesores de la UCO, Juan Manuel Serrano Caballero y
Antonio Molina. Los datos se expresan como las medias * desviacién
estdndar (DS). Para valorar las diferencias entre grupos en datos
expresados como porcentajes se realizé una prueba de chi cuadrado y
para los valores expresados como medias, en primer lugar, se realiz6 una
prueba de Kolmogorov-Smirnov para ver el patron de distribucién que
seguian. A los datos que presentaban un patrén de distribucién normal,
se les realizo un anadlisis de la varianza ANOVA y a los que no, se les
realizé una prueba de Kruskal Wallis. De otro lado para ver si existian
diferencias entre grupos, se realizaron una prueba de Friedman para
variables no normales y una prueba de Tuckey para variables normales.

Se considero¢ significativo cuando el valor de “p” presentaba un valor

menor a 0,05.

96



RESULTADOS ‘9 ‘

97



98



7. RESULTADOS

Todos los animales que comenzaron el estudio lo terminaron en

buenas condiciones de salud, como se evidencia por la ganancia de peso

(Tabla 1) y la ausencia de manifestaciones de mal adaptaciéon o

problemas de salud, como alteraciones del apetito o de su actitud (Fig

20).

Tabla 1. Ganancia de peso tras los 50 dias del estudio. No se observaron diferencias significativas
entre grupos.

GC EJERC EJ-Resv EJ-Ubiq EJ-Excp
(n=15) (n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
Ganancia
de 0,45+1,75 | 1,35%x1,80 | 0,68+1,44 1,08+0,92 1,34+1,37
peso (gr)

Figura 20. Ingesta diaria de pienso en los distintos grupos de estudio, datos expresados como
medias * desviacion estandar. No se observaron diferencias significativas entre grupos.
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7.1 ANALISIS MORFOLOGICO

En cuanto al porcentaje de espermatozoides con morfo-
anomalias, se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre grupos (p< 0,05), siendo el grupo EJERC el que mayor porcentaje
present6 y mostrando diferencias significativas con respecto a el GC. Los
grupos de tratamiento y excipiente presentaron un menor porcentaje de
formas anormales que el grupo EJERC (p<0,05) siendo el grupo EJ-Ubiq
el que, entre todos los grupos de tratamiento antioxidante, presenté el

menor porcentaje de anomalias(p<0,05) (Fig 21).

Al tener en cuenta la clasificacién de anomalias como mayores
(afectan a cabeza y pieza intermedia) y menores (afectan a la cola), se
observé que los grupos GC y EJERC, son los que presentaron un
porcentaje significativamente mayor de anomalias mayores, hallindose
éstas disminuidas de forma significativa en los grupos tratados con
antioxidantes; el grupo EJ-UBIQ mostré el menor porcentaje de estas
(p<0,05). En cuanto a las anomalias menores, no se encontraron
diferencias entre grupos (Tabla 2). Cuando valoramos por separado los
distintos segmentos del espermatozoide observamos que, las anomalias
de pieza intermedia y cola fueron estadisticamente mayores en el grupo
EJERC que en GC, disminuyendo las de pieza intermedia en los tres
grupos de tratamiento de forma significativa y las de cola solo en el grupo
EJ-Resv (Tabla 3). Respecto a las anomalias de cabeza, aunque no se
observaron diferencias entre GC y grupo EJERC como resultado del

ejercicio, todos los antioxidantes provocaron una mejora significativa
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(Tabla 3). El grupo EJERC mostré un mayor porcentaje de anomalias
multiples, porcentaje que fue menor en los grupos de ubiquinol y trans-

resveratrol, pero no en el grupo de excipiente (Tabla 3).

Figura 21. Representacion del porcentaje de anomalias morfolégicas de los espermatozoides en
los diferentes grupos. GC = grupo control; EJERC = grupo ejercicio; EJ-Resv = grupo ejercicio +
rans-resveratrol, EJ-Ubiq = grupo ejercicio + Ubiquinol, EJ-Excp = grupo ejercicio + Excipiente.
Los valores se expresan como media + desviacién estandar (p<0,05).
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adiferencias significativas con grupo GC, P diferencias significativas con grupo EJERC, ¢ diferencias
significativas con grupo EJ- Resv, d diferencias significativas con grupo EJ-Ubigq, ¢ diferencias
significativas con grupo EJ-Excp.
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Tabla 2. Porcentaje de anomalias mayores y menores observadas en los diferentes grupos. GC =
grupo control; EJERC = grupo ejercicio; EJ-Resv = grupo ejercicio + Trans-resveratrol, E]-Ubiq =
grupo ejercicio + Ubiquinol, E]J-Excp = grupo ejercicio + Excipiente. Los valores se expresan como
media * desviacién estandar (p<0,05).

GRUPO | %Anomalias mayores % Anomalias menores
GC 26,06+8,87 16,2+7,13
EJERC 27,645,63cde 19,43+6,18
EJ-Resv 19,2+6,763bd 17,5+4,99
EJ-Ubiq 12,73+3,62abce 18,3+5,37
EJ-Excp 19,86+8,15bd 19,13+5,79

adiferencias significativas con grupo GC, bdiferencias significativas con grupo EJERC, cdiferencias
significativas con grupo E]-Resv, ddiferencias significativas con grupo E]J-Ubiq, ediferencias
significativas con grupo EJ-Excp.

Tabla 3. Porcentaje de anomalias de cabeza, pieza intermedia y cola observado en los diferentes
grupos. GC = grupo control; EJERC = grupo ejercicio; EJ-Resv = grupo ejercicio + Trans-
resveratrol, E]-Ubiq = grupo ejercicio + Ubiquinol, EJ-Excp = grupo ejercicio + Excipiente. Los
valores se expresan como media * desviacién estandar (p<0,05).

% % % %
GRUPO Anomalias Anomalias Anomalias Anomalias
de cabeza PI de cola multiples

GC 3.16+1.90cde | 22.948.99bd 16.2+7.13bde 4.2+42.29be
EJERC 2.46+1.12cde | 25.24573acde | 19.43+5.42ac 5.93+3.2acd
EJ-Resv | 0.26+0.792b | 18.93+6.93bd | 17.53+4.99b 5.1+2.57b
EJ-Ubiq 0.4+0.632> | 12.33+3.48abce |  18.345.37a 4.0+1.98be
EJ-Excp | 0.56%0.652> | 19.3+8.11bd 19.1345.79a 6.06+2.52ad

adiferencias significativas con grupo GC, bdiferencias significativas con grupo EJERC, <diferencias
significativas con grupo E]-Resv, ddiferencias significativas con grupo E]J-Ubiq, ediferencias
significativas con grupo EJ-Excp.
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7.2 ANALISIS DE LA VITALIDAD

El menor porcentaje de espermatozoides vivos se observd en los
grupos GC y EJERC con 35,87+3,21 y 43,97+4,27, respectivamente. El
porcentaje de espermatozoides vivos aumenté de forma muy
significativa (p<0,05) en todos los grupos de tratamiento,

principalmente en el de ubiquinol (Fig 22).

Figura 22. Porcentaje de vitalidad observado en los diferentes grupos. GC = grupo control; EJERC
= grupo ejercicio; EJ-Resv = grupo ejercicio + Trans-resveratrol, EJ-Ubiq = grupo ejercicio +
Ubiquinol, EJ-Excp = grupo ejercicio + Excipiente. Los valores se expresan como media *
desviacién estandar (p<0,05).
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adiferencias significativas con grupo GC, bdiferencias significativas con grupo EJERC, cdiferencias
significativas con grupo E]-Resv, ddiferencias significativas con grupo EJ]-Ubiq, ediferencias
significativas con grupo EJ-Excp.
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7.3 ANALISIS HISTOMORFOMETRICO DE LOS TUBULOS SEMINIFEROS

DEL TESTICULO Y MEDICIONES CELULARES

7.3.1 Area del epitelio germinativo (u?), porcentaje de la luz y

porcentaje del epitelio germinativo

El area y el porcentaje de epitelio del grupo ejercicio fue
discretamente mayor al GC, pero no de forma significativa. El grupo
tratado con trans-resveratrol fue el que menor area de epitelio mostrd,
hallandose diferencias significativas con los grupos CG y EJERC (p<0,05)
(Tabla 4).

Tabla 4. Mediciones obtenidas del area, porcentaje de epitelio y porcentaje de luz de los distintos
grupos estudiados. GC = grupo control; EJERC = grupo ejercicio; EJ-Resv = grupo ejercicio + Trans-
resveratrol, E]-Ubiq = grupo ejercicio + Ubiquinol, EJ-Excp = grupo ejercicio + Excipiente. Los
valores se expresan como media * desviacién estandar (p<0,05).

LUCES Area de epitelio % de epitelio % de luz
GC 42046,21+5582,40¢ ¢ 79,12+ 495 ¢ 20,87+4,95¢
EJERC 43705,57+3237,42¢¢ 80,54+ 4,46¢ 19,45+4,46¢
EJ-Resv 38502,77+4476,33 ab.d 78,63+3,78 21,87+4,12¢
EJ-Ubiq 42655,87+3785,51¢¢ 80,29+3,03¢ 19,70+3,03¢
EJ-Excp 40375,25+4709,89 ab,d 75,63+4,24ab.d 24,4314 24 abed

adiferencias significativas con grupo GC, bdiferencias significativas con grupo EJERC, cdiferencias
significativas con grupo E]J-Resv, ddiferencias significativas con grupo EJ-Ubiq, ediferencias
significativas con grupo EJ-Excp.
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7.3.2 Area (u?), aspecto, drea/box (u?), didmetro minimo (u),

circularidad (1), longitud (1), anchura (1) v perimetro2 (1) de los tiibulos

seminiferos

Se observé un incremento en los parametros de area, didmetro
minimo, anchura, longitud y perimetro de los tibulos seminiferos, en el
grupo EJERC comparado con el GC, aunque no alcanzé significacion
estadistica. El grupo EJ-Resv presentd una disminucién estadisticamente
significativa respecto al grupo EJERC (p<0,05) en los parametros de area,

longitud y anchura (Tabla 5).

7.3.3. Area (u?), aspecto y didmetro minimo (u) de los niicleos

Tanto el area como el area, el aspecto y el diametro minimo de los
nucleos de los tubulos seminiferos se vieron incrementados en el grupo
EJERC con respecto al GC. Por su parte, se observé una reduccién
significativa en aspecto y diametro minimo en todos los grupos de

tratamiento (Tabla 6) (Fig 23).
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Tabla 5. Mediciones obtenidas del area, aspecto, area/box, diametro minimo, circularidad, longitud, anchura y perimetro de los tibulos seminiferos en los diferentes grupos. GC =
grupo control; EJERC = grupo ejercicio; EJ-Resv = grupo ejercicio + Trans-resveratrol, E]-Ubiq = grupo ejercicio + Ubiquinol, EJ-Excp = grupo ejercicio + Excipiente. Los valores estan

expresados como media * desviacion estandar (p<0,05).

i Area/Box Diametro Circularidad Longitud Anchura Perimetro
Tubulos Area (p2) Aspecto .
(n2) minimo (1) () () (] (W)
420462 +
GC 5542 80 1,21+0,50 | 0,76+0,01¢ | 204,93+16,05 | 2,01+2,91bc | 255662+ 13,87 | 327,99 + 45,61 | 754,82 + 78,20
43705,57 £ 259,06+ 11,18 | 349,01 +51,97
EJERC 1,10 + 0,28 0,76£0,01 | 209,36+13,24 | 1,2+ 0,33 acde 796,16 + 44,81
3237,42¢¢ d ¢
38502,76 + 197,60 16,85 | 1,28+0,04abc | 239,32 £15,72 | 202,63 + 15,13
EJ-Resv 4476,33 b4 1,18 £ 0,49 0,77+0,01 ) y ) ) 788,57 + 41,81
4265587 £ 1,15+ 0,58 210,79 + 10,17
EJ-Ubiq 378551 « 0,77+0,01 1,2+ 0.04bd | 24935+13,98 | 344,87 £49,79 | 799,66 + 41,68
40375,24 + 1,16 + 0,32 233,18 + 58,46
EJ-Excp 4709.89 b 0,770,012 | 20536+1541 | 1,23+0,074d ) 212,53 + 13,84 | 796,17 £ 57,75
) a

a diferencias significativas con el GC, b diferencias significativas con el grupo EX, c diferencias significativas con grupo EX-Resv, d diferencias significativas con grupo EX-Ubgq, e
diferencias significativas con grupo EX-Excp.
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Tabla 6. Mediciones obtenidas del area, aspecto y didmetro minimo de los ntcleos de la pared de los tibulos
seminiferos en los diferentes grupos. GC = grupo control; EJERC = grupo ejercicio; EJ-Resv = grupo ejercicio + Trans-
resveratrol, E]-Ubiq = grupo ejercicio + Ubiquinol, E]J-Excp = grupo ejercicio + Excipiente. Los valores se expresan
como media * desviacién estandar (p<0,05).

NUCLEOS Area Aspecto Diametro
GC 27,30+2,53 b.cde 1,69+0,33 b.c 3,78+0,33 b.de
EJERC 31,871,772 2,58+0,54 acde | 440+0,24acde
EJ-Resv 33,17+3,42 2 1,77+0,12P 3,96+ 0,27 b
EJ-Ubiq 30,69+2,87 2 1,600, 43P 4,03+0,24ab
EJ-Excp 32,49+2,97 2 1,73+0,08 ab 4,13 +0,23ab

adiferencias significativas con el GC, diferencias significativas con el grupo EX, ¢ diferencias significativas con grupo
EX-Resv, d diferencias significativas con grupo EX-Ubq, ediferencias significativas con grupo EX-Excp.

Figura 23. Representacion grafica del didmetro obtenido de los ntcleos de la pared de los tiibulos seminiferos. GC
= grupo control; EJERC = grupo ejercicio; EJ-Resv = grupo ejercicio + Trans-resveratrol, E]-Ubiq = grupo ejercicio +
Ubiquinol, EJ-Excp = grupo ejercicio + Excipiente. Los valores se expresan como media + desviacién estandar

(p<0,05).
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adiferencias significativas con grupo GC, bdiferencias significativas con grupo EJERC, cdiferencias significativas con
grupo EJ-Resv, ddiferencias significativas con grupo EJ-Ubiq, ediferencias significativas con grupo EJ-Excp.
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7.4 VALORACION SUBJETIVA DE LA ESPERMATOGENESIS

7.4.1 Valoracion histoldgica del tejido testicular

En todos los grupos se observé una histologia testicular normal, con presencia
de todos los estadios de transformaciéon de espermatogonias a espermatidas en la
pared de los tubulos seminiferos. No se encontraron diferencias entre los distintos
grupos ni en la presencia de edema entre las células del epitelio germinativo, ni en la

distancia del espacio inter-tubular.

En todos los grupos se observaron células epiteliales inmaduras, desprendidas
del epitelio germinativo en la luz del tibulo, no existiendo diferencias entre el grupo
control y el de ejercicio, pero existiendo una reduccion en los grupos de tratamiento,

principalmente en el del EJ-Ubiq y el E]J-Resv (Tabla 7) (Fig 24).

Tabla 7. Nimero de ratones con presencia de células en la luz del tibulo seminifero en cada uno de los grupos. GC
= grupo control; EJERC = grupo ejercicio; EJ-Resv = grupo ejercicio + Trans-resveratrol, E]-Ubiq = grupo ejercicio +
Ubiquinol, EJ-Excp = grupo ejercicio + Excipiente.

NUMERO DE RATONES EN CADA GRUPO CON PRESENCIA DE
GRUPOS CELULAS INMADURAS EN LUZ
CG 10/15
EJERC 14/15
EJ-Resv 1/15
EJ-Ubiq 5/15
EJ-Excp 7/15
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Figura 24. Microfotografia que muestra tibulos normales en grupo control (A) y presencia de células del epitelio
seminifero (flecha) en la luz del tibulo de ratones del grupo ejercicio (B).

7.4.2. Apoptosis celular en el testiculo

El porcentaje de apoptosis valorado de forma subjetiva fue muy bajo en todos

los grupos de estudio (Tabla 8).

Tabla 8. Porcentaje de apoptosis observada con la tincién de hematoxilina eosina en los diferentes grupos. GC =
grupo control; EJERC = grupo ejercicio; E]J-Resv = grupo ejercicio + Trans-resveratrol, E]-Ubiq = grupo ejercicio +
Ubiquinol, EJ-Excp = grupo ejercicio + Excipiente.

GRUPOS % de apoptosis
CG 6,36%
EJERC 6,56%
EJ-Resv 9,02%
EJ-Ubiq 7,74%
EJ-Excp 9,62%

7.5 VALORACION DE ESTRES OXIDATIVO

7.5.1 Valoracién de la peroxidacion lipidica en testiculo

La valoracién de peroxidacién en testiculo, determinada mediante valoracién
de los niveles de malondialdehido (nmol/mg proteina), no demostré diferencia
significativa entre el grupo de ejercicio y el grupo control, pero si una tendencia a

valores menores en el GC con respecto al grupo EJERC. Los grupos tratados con
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vitamina C y trans-resveratrol presentaron los niveles mas reducidos de

malondialdehido, siendo la diferencia significativa respecto al grupo control (Fig 25).

Figura 25. Representacion grafica de los valores de malondialdehido obtenidos en los diferentes grupos. GC = grupo
control; EJERC = grupo ejercicio; EJ-Resv = grupo ejercicio + Trans-resveratrol, E]-Ubiq = grupo ejercicio +
Ubiquinol, EJ-Excp = grupo ejercicio + Excipiente. Los valores se expresan como media+ desviacién estandar
(p<0,05).
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adiferencias significativas con grupo GC, bdiferencias significativas con grupo EJERC, cdiferencias significativas con
grupo EJ-Resv, ddiferencias significativas con grupo EJ-Ubiq, ediferencias significativas con grupo EJ-Excp.

7.5.2 Valoracion de enzimas antioxidantes

Se valord la actividad de las enzimas catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx),
glutation reductasa (GRd) y superdxido dismutasa (SOD), sin hallar diferencias
significativas entre el GC y el grupo EJERC, solo se aprecié una tendencia no
significativa a niveles menores de actividad en el grupo EJERC de las enzimas GPx, GRd
con respecto al GC (Figs 26 y 27). Con respecto a los grupos de tratamiento tampoco se

observaron diferencias significativas (Figs 26, 27, 28, 29).
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Figura 26. Representacion grafica de los valores de la enzima glutation peroxidasa (GPx)obtenidos en los diferentes
grupos. GC = grupo control; EJERC = grupo ejercicio; EJ-Resv = grupo ejercicio + Trans-resveratrol, E]-Ubiq = grupo
ejercicio + Ubiquinol, EJ-Excp = grupo ejercicio + Excipiente. Los valores se expresan como mediat+ desviacion
estandar (p<0,05). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos.
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Figura 27. Representacion grafica de los valores de la enzima glutation reductasa (GRd) observada en los diferentes
grupos. GC = grupo control; EJERC = grupo ejercicio; EJ-Resv = grupo ejercicio + Trans-resveratrol, E]-Ubiq = grupo
ejercicio + Ubiquinol, E]J-Excp = grupo ejercicio + Excipiente. Los valores se expresan como media+ desviacién
estandar (p<0,05). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos.
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Figura 28. Representacion grafica de los valores de la enzima catalasa (CAT) en los diferentes grupos. (GC=grupo
control; EJERC=grupo ejercicio; EJ-Resv= grupo ejercicio+Trans-resveratrol, E]-Ubiq = grupo ejercicio+Ubiquinol,
EJ-Excp= grupo ejercicio+Excipiente). Los valores se expresan como media+ desviacién estandard (p<0,05). No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos
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Figura 29. Representacion grafica de los valores de la enzima superdxido dismutasa (SOD) observada en los
diferentes grupos. GC = grupo control; EJERC = grupo ejercicio; E]J-Resv = grupo ejercicio + Trans-resveratrol, EJ-
Ubiq = grupo ejercicio + Ubiquinol, EJ-Excp = grupo ejercicio + Excipiente. Los valores se expresan como media+
desviacion estandar (p<0,05). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos.
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7.5.3 Valoracidn de la actividad antioxidante total (TAS)

No se encontraron diferencias significativas entre GC y el grupo EJERC. Solo
observamos una ligera tendencia a valores superiores de TAS en el grupo EJERC con
respecto al GC. Los grupos de antioxidantes no mostraron tampoco diferencias con el
GC ni grupo EJERC. Solamente el grupo tratado con trans-resveratrol mostré una
tendencia a una mayor actividad antioxidante total en comparacién con el resto de los

grupos (Fig 30).

Figura 30. Representacion grafica de la actividad antioxidante total (TAS) observada en los diferentes grupos. GC =
grupo control; EJERC = grupo ejercicio; EJ-Resv = grupo ejercicio +Trans-Trans-resveratrol, EJ-Ubiq = grupo
ejercicio + Ubiquinol, E]J-Excp = grupo ejercicio + Excipiente. Los valores se expresan como media+ desviacion
estandar (p<0,05). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL

25

20

0 I I I I I

EJERC EJ- Resv EJ- Ubiq EJ-Excp

1

(6]

1

o

w

7.5.4 Valoracion de niveles de Coenzima 09, Q10 y la ratio Q9/0Q10 en testiculo

El grupo EJERC mostr6 una tendencia a valores mayores de ambas formas de
CoQ (CoQ9 y CoQ10) con respecto al GC (Figs 31 y 32). El uso de antioxidantes redujo
los niveles de Coenzima Q9, incluyendo el excipiente, aunque no lo suficiente para ser
significativo (Fig 31). Los niveles CoQ10 fueron significativamente mayores en el grupo

EJ-Ubiq que en el resto de los grupos (Fig 32).

El grupo EJERC mostré una tendencia, aunque no de forma significativa, a
valores menores de laratio CoQ9/Q10 que el GC. En cuanto a los grupos de tratamiento,
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s6lo el grupo tratado con ubiquinol mostré un descenso en dicho pardmetro,

seguramente debido a la gran cantidad de Q10 presente en este grupo (Fig 33).

Figura 31. Representacion grafica de los niveles de Coenzima Q9 observada en los diferentes grupos. GC = grupo
control; EJERC = grupo ejercicio; EJ-Resv = grupo ejercicio + Trans-Trans-resveratrol, E]-Ubiq = grupo ejercicio +
Ubiquinol, EJ-Excp = grupo ejercicio + Excipiente. Los valores se expresan como mediat desviacién estandar
(p<0,05). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos.
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Figura 32. Representacion grafica de los niveles de enzima Q10 observada en los diferentes grupos. GC = grupo
control; EJERC = grupo ejercicio; EJ-Resv = grupo ejercicio + Trans-resveratrol, EJ-Ubiq = grupo ejercicio +
Ubiquinol, EJ-Excp = grupo ejercicio + Excipiente. Los valores se expresan como mediatdesviacion estandar
(p<0,05).
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adiferencias significativas con grupo GC, bdiferencias significativas con grupo EJERC, cdiferencias significativas con
grupo EJ-Resv, ddiferencias significativas con grupo EJ-Ubiq, ediferencias significativas con grupo EJ-Excp.

Figura 33. Representacién grafica de la ratio Q9/Q10 observada en los diferentes grupos. GC = grupo control; EJERC
= grupo ejercicio; EJ-Resv = grupo ejercicio + Trans-resveratrol, EJ-Ubiq = grupo ejercicio + Ubiquinol, E]J-Excp =
grupo ejercicio + Excipiente. Los valores se expresan como mediatdesviacién estandar (p<0,05).
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8. DISCUSION

8.1 HALLAZGOS

El modelo de ejercicio empleado no ha producido alteraciones
estadisticamente significativas del estado oxidativo a nivel testicular. Lo que si
se ha observado en el grupo sometido a ejercicio es una tendencia a niveles mas
bajos de las enzimas glutation peroxidasa y glutatién reductasa,
malondialdehido y de la ratio Coenzima Q9/Q10, junto con valores mas elevados
de la actividad antioxidante total; asi mismo a nivel espermatico, se han
observado aumento de las alteraciones de la morfologia de los espermatozoides
y a nivel histomorfométrico alteraciones de algunos parametros cémo el area 'y
el didmetro de los nucleos de las espermatogonias. Los antioxidantes
administrados han revertido algunos de estos efectos disminuyendo las
alteraciones sobre la morfologia y el didmetro de los nucleos, ademdas han
mejorado la vitalidad de los espermatozoides. Los resultados obtenidos sobre
la morfologia e histomorfometria coinciden con los descritos previamente por

nuestro grupo de investigacion (Rodriguez y cols., 2016).

8.2 MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO

El modelo de ejercicio empleado ha provocado un descenso, aunque no de
forma significativa de los niveles de las enzimas antioxidantes, glutatién peroxidasa
(GPx) y glutation reductasa (GRd). Por contrapartida, no se han visto alterados los
niveles de la enzima superéxido dismutasa (SOD) ni de la enzima catalasa (CAT). Los
valores de malondialdehido (MDA) han mostrado una tendencia a ser menores en el
grupo de ejercicio (EJERC) respecto al grupo control (GC), con la subsecuente elevacion
de la actividad antioxidante total (TAS). Este es el primer estudio en el que se miden
valores indicadores de estrés oxidativo, empleando un modelo de ejercicio de tres
minutos de natacidon forzada durante cincuenta dias. Sin embargo, son multiples los
estudios que han valorado, en modelos animales, como el ejercicio practicado de forma
intensa afecta a los marcadores de estrés oxidativo a nivel testicular. Manna y cols.,

(2003 y 2004 a, b) estudiaron el efecto que tenia un programa de natacidn forzada
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consistente en 1, 2y 3 horas diarias, 5 dias a la semana, durante 4 semanas, observando
un descenso de los niveles de enzimas SOD, CAT, GPx y GST, asi como, un incremento
del marcador de peroxidacion lipidica (MDA); Samanta y cols., (2006), empleando ese
mismo modelo, pero incrementando la duracién a 6 semanas, obtenian resultados
similares en marcadores de estrés oxidativo testicular. Estudios posteriores
corroboraban el hecho de que el ejercicio a ese nivel de intensidad provocaba un
descenso significativo en las enzimas antioxidantes del testiculo e incrementaba el
grado de peroxidacion lipidica (Jana y cols., 2008, 2014). Pese a la homogeneidad de
los resultados publicados, Kalantari y cols., en 2017, con un modelo parecido a los
descritos anteriormente, de 3 horas diarias, 6 dias a la semana, durante 4 semanas no
obtuvieron diferencias en los niveles de malondialdehido testicular entre el grupo
reposo y el de ejercicio, no siendo medidos los niveles de enzimas antioxidante en dicho
estudio. En otro tipo de modelos, como los prolongados (un afio de duracién, ejercicio
cinco dias a la semana durante una hora cada dia), se ha observado un efecto
beneficioso del ejercicio al verse reducido el estrés oxidativo producido por el
envejecimiento en diversos tejidos como corazdn, higado, rifiéon y musculo estriado.
Asi, mientras que no habia cambios significativos en los niveles de peroxidacion
lipidica entre el grupo ejercicio y control, los niveles de enzimas antioxidantes
mejoraron en el grupo ejercicio con una respuesta dependiente del tejido (Glinduz y
cols., 2003). El hecho de que exista diversidad de resultados en modelos de intensidad
similar podria deberse a la diferente duracidn del ejercicio y al momento en el que los
marcadores oxidativos fueron medidos. No obstante, cabe destacar que el tejido
testicular, no valorado por Giindiiz, debido a sus caracteristicas, es mucho mas sensible
que otros tejidos al dafio oxidativo. Por otra parte, segiin nuestro conocimiento, no se
ha evaluado previamente el efecto de modelos de ejercicio mas habitualmente
realizados por la poblacion, como son modelos de intensidad moderada, sobre los
niveles de enzimas antioxidantes del testiculo. Asi hemos visto que, pese a que no se
han encontrado diferencias significativas en los niveles de enzimas entre el GC y el
grupo EJERGC, si se ha observado una tendencia a valores menores, en el grupo EJERC,
de dos de las enzimas principalmente involucradas en el control del estrés oxidativo,
como son la glutatién peroxidasa (GPx) y la glutation reductasa (GRd), no ocurriendo

lo mismo ni con la catalasa (CAT) ni con la superéxido dismutasa (SOD). El sistema
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glutation peroxidasa/glutation reductasa se encuentra formando parte de un sistema
antioxidante (GPx/GRd). Asi la glutation peroxidasa (GPx) cataliza la reduccion del
perdxido de hidrégeno (H202) o lipoperodxido (L-OOH) y la-glutation reductasa (GRd)
cataliza la reduccion del glutation oxidado (GSSG) a glutatién reducido (GSH) el cual
sera utilizado por la glutatiéon peroxidasa (GPx) para la reduccion del peréxido de
hidrégeno (H202) y de lipoperéxidos (L-OOH). De otro lado, la enzima SOD y CAT
forman parte de otro sistema antioxidante (SOD/CAT). De esta manera la enzima
catalasa, al igual que la glutation peroxidasa, también se encarga de eliminar el H202,
teniendo similar localizacién celular pero diferente mecanismo de regulacion. Se ha
observado que ambos sistemas no actiian a la par; la CAT presenta menor afinidad por
el H202 actuando en presencia de altas concentraciones de H202 y la GPx lo hace a
concentraciones bajas, asi la GPx es capaz de eliminar pequenas cantidades de H202, lo
que demuestra una correlacion inversa en la actividad de ambas enzimas. El hecho de
que so6lo los niveles de GPx y GRd se encuentren disminuidos en el modelo de ejercicio
planteado en el estudio podria deberse a que ha provocado pequefios incrementos en
las cantidades de peréxido de hidrogeno, los cuales han estimulado la actividad
catalitica de la GPx y GRd, pero no han llegado a producir cambios en otros sistemas
enzimaticos (SOD/CAT). Resultados similares se han observado en estudios previos,
pero en modelos de reposo, describiendo, un descenso parcial de sélo parte de los
sistemas enzimaticos involucrados en tejido testicular como resultado a la exposicion

a corto plazo de varios quimicos o agentes toxicos (Abarikwu y cols., 2010).

Tanto el ubiquinol como el trans-resveratrol han reducido, aunque, sélo
parcialmente, el descenso en los niveles de estas enzimas (GPx y GRd), posiblemente
debido a su efecto antioxidante. Este es el primer estudio en el que se valora el efecto
sobre testiculo del ubiquinol en un modelo de ejercicio. Aunque si ha sido valorado
previamente en otros modelos oxidativos inducidos por la administraciéon de cadmio
(Ognjanovic y cols., 2010), observando que tanto el ubiquinol como la combinacion de
ubiquinol+vitamina E administrados intramuscularmente, revertian los efectos
nocivos provocados por el cadmio, incrementando la defensa antioxidante y
disminuyendo la peroxidacién lipidica. En el presente estudio, aunque también se
observé un incremento en la actividad antioxidante, los resultados no han sido

significativos, posiblemente debido entre otros factores, a que se trate de modelos
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experimentales diferentes y a que los antioxidantes se han administrado por via oral.
El efecto protector del trans-resveratrol sobre el tejido testicular se ha estudiado, tanto
en modelos de estrés oxidativo inducido por el ejercicio intenso (60 minutos diarios
durante nueve semanas con un peso colgado de la cola de un 6% ) (Guo y cols., 2019)
como sobre otros modelos oxidantes inducidos por administracién de metotrexato
(Yulug y cols, 2013), y en todos ellos ha inducido una mejora, aunque solo
parcialmente, en el estado antioxidante testicular al incrementar los niveles de la

enzima SOD sin afectar a las otras enzimas estudiadas, como la catalasa.

El malondialdehido, producto procedente de la degradacion de lipidos, se
emplea normalmente como indicador de peroxidacién lipidica. La peroxidacién es un
proceso que consta de dos fases, iniciacién y propagacion. La iniciacién se produce por
la accién de especies reactivas de oxigeno sobre los 4cidos grasos de la membrana
celular, los principales iniciadores son los radicales hidroxilos (OH-) y los
hidroperoxilos (HOO-). A diferencia de lo que esperdbamos encontrar en nuestro
estudio, Hemos observado que el grupo EJERC presenté valores madas bajos de
malondialdehido y una mayor actividad antioxidante total, aunque no de forma
significativa, con respecto al GC. Dichos resultados coinciden con los observados en
otros modelos de ejercicio (Kalantari y cols., 2017), pero estan en contraposiciéon con
modelos de natacién mas intensos (Manna y cols., 2003, 2004 a, b; Jana y cols., 2008;
Guo y cols., 2019). Este hecho podria justificarse con la idea de que, ese pequefio
descenso de los niveles de GPx y GRd y mayor TAS, aunque no significativos, en el grupo
EJERC, podria ser reflejo de un proceso de adaptacion positivo frente al estimulo que
supone el ejercicio de natacién forzada. Asi esta descrito que los sistemas biolégicos
responden frente a diversos agentes tales como: quimicos, toxinas, radiacion y ejercicio
fisico con un fenémeno de respuesta a dosis, caracterizado por una estimulacién a dosis
bajas y una inhibicion a dosis altas que resulta en una curva en forma de U invertida,
asi el estimulo a dosis bajas produce un efecto contrario al que tiene en dosis mas
elevadas (Radaky cols., 2005). Si aplicamos este concepto a un modelo de ejercicio, un
ejercicio moderado generara pequeias cantidades de ERO que incitaran al organismo
a reaccionar y provocar una respuesta adaptativa frente a ese estimulo, pero cuando
es excesivo, se producira justo el efecto contrario, el organismo no sera capaz de

adaptarse a los grandes incrementos de ERO, provocandose un dafo en el tejido.
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En cuanto a la suplementaciéon con antioxidantes, se ha observado que los
grupos EJ-Resv y EJ-Excp presentaban, de forma significativa, los niveles de
malondialdehido mas bajos, pudiendo deberse este hecho a la potente actividad
antioxidante del trans-resveratrol y la vitamina C presente en el excipiente. El efecto
protector del resveratrol frente a la peroxidaciéon lipidica ha sido estudiado
anteriormente en modelos de ejercicio donde se ha demostrado que la administracion
de 50mg/Kg de resveratrol reducia los niveles de MDA incrementados como

consecuencia de ejercicio intenso (Guo y cols., 2019).

8.3 PARAMETROS ESPERMATICOS

Con respecto a los parametros medidos en los espermatozoides, el modelo de
ejercicio planteado ha producido una alteracién de la morfologia espermatica, pero no
de la vitalidad. Asi el grupo de ejercicio present6 un porcentaje estadisticamente mayor
de espermatozoides anormales (53,03+4,83) que el grupo control (46,47+10,57),
siendo las anomalias de la pieza intermedia las observadas principalmente
(25,2+5,73). Estos resultados coinciden con los obtenidos previamente en nuestro
estudio anterior, en el cual se empleaba el mismo modelo de ejercicio (Rodriguez y
cols., 2016). Otros autores con modelos de ejercicio similares, aunque no valoraron la
morfologia, encontraron alteraciones en parametros como motilidad, nimero de
espermatozoides y capacidad de fecundacion (Mingoti, y cols., 2003, Saki y cols., 2009,
2010). Modelos de natacion forzada, de mayor intensidad y con 8 semanas de duracion
(Minaii y cols., 2014; Jana y cols.,2014), obtuvieron resultados similares a los nuestros,
observando un incremento en el porcentaje de espermatozoides con formas anormales
en el grupo que realizaba ejercicio. El mecanismo fisiopatolégico por el cual el ejercicio
puede causar alteraciones de la morfologia puede ser diverso. Por un lado, se ha
demostrado que el ejercicio puede causar una alteracién del eje hipotalamico-
hipofisario-gonadal debido al estrés fisiolégico, disminuyendo los niveles de
testosterona, la cual es necesaria para el correcto desarrollo de la espermatogénesis
(Manna y cols., 2003, 2004 a, b; Jana y cols., 2008), y por otro, el ejercicio puede
producir un incremento de los niveles de ERO a nivel testicular (Mana y cols., 2003,
2004; Nirupama y cols., 2013). Estas ERO producidas, pueden actuar directamente

sobre las células del epitelio germinativo del tibulo seminifero y, por tanto, afectar la
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espermatogénesis lo que provocaria un incremento en el nimero de espermatozoides
con formas anormales (Aziz y cols., 2004); ademas podrian afectar a las células de
Leydig alterando la esteroidogénesis (Kaur y Bansal, 2004; Glade y Smith, 2015) y
provocando disminucion en los niveles de testosterona lo cual afectaria también por
tanto la espermatogénesis. Aunque no se han determinado los niveles de testosterona
en este estudio, no se puede descartar esta posibilidad. Si se han medido enzimas
antioxidantes encargadas de eliminar los ERO, observando una disminucién en dos de
ellas (glutation peroxidasa, glutation reductasa), aunque de forma no significativa. Esta
tendencia al descenso de estas enzimas podria indicarnos que el modelo de ejercicio
empleado ha producido un ligero incremento de los radicales de peréxido de hidrégeno

y, por tanto, una ligera alteraciéon de homeostasis oxidativa.

Todos los antioxidantes empleados, han revertido los efectos nocivos, que el
ejercicio ha producido sobre la morfologia de los espermatozoides epididimarios,
siendo el ubiquinol el que mejores resultados ha presentado. Ademas, pese a que la
vitalidad no se ha visto alterada por el ejercicio, todos los antioxidantes, incluido el

excipiente han mejorado la vitalidad incluso con respecto al grupo control.

El trans-resveratrol es un conocido y potente antioxidante y en este estudio se
ha demostrado que con una dosis mitad a la empleada previamente (100mg/Kg Vs
200mg/Kg), se obtienen resultados similares a los anteriores, con este modelo de
ejercicio (Rodriguez y cols., 2016). Ademas de nuestro estudio, s6lo hemos encontrado
un autor que haya valorado el efecto protector del resveratrol frente a modelos de
ejercicio, aunque empleando un modelo de nivel de intensidad mas alto (60 minutos
durante nueve semanas) (Guo y cols., 2019), observando que protege frente a la
disminucion en la concentraciéon de espermatozoides inducida por el ejercicio. En
modelos en reposo, son varios los estudios que valoran su efecto protector en
diferentes modelos de estrés oxidativo, sobre parametros espermaticos como
concentracion y motilidad espermatica (Juan y cols., 2005; Shin y cols., 2008) y sobre
la morfologia (Ozyilmaz Yay y cols., 2019; Mendes y cols., 2016). En el presente estudio,
el hecho de que el trans-resveratrol s6lo haya disminuido los efectos deletéreos
producidos sobre las enzimas antioxidantes, pero no de forma significativa, nos hace

pensar que tanto los mecanismos antioxidantes, fitoestrogénico, como activador de
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sirtuinas podrian estar involucrados de forma simultanea en la mejoria que

observamos sobre el espermatozoide.

El ubiquinol es el antioxidante que mejor protege contra el dafio producido en
la morfologia espermatica y el que mas redujo las anomalias de la pieza intermedia. El
ubiquinol es un antioxidante presente en células espermaticas y fluidos seminales,
posee un importante papel protector sobre la fertilidad, como se ha demostrado en
individuos con problemas de fertilidad en los que se una correlacién entre niveles de
ubiquinol y volumen de eyaculado y motilidad (Mancini y Balercia, 2011). Segun lo
revisado en literatura disponible, este es el primer estudio que valora la
suplementacién con ubiquinol sobre la funcién testicular en animales sometidos a
ejercicio. Su efectividad si ha sido valorada en pacientes subfértiles encontrandose
resultados diversos. En este sentido, algunos autores han encontrado una mejora de la
morfologia tras la administracién de este compuesto (Cakiroglu y cols., 2014;
Safarinejad y cols., 2012), mientras que otros estudios reflejaban una mejoria en la
motilidad y densidad, pero no en la morfologia (Safarinejad y cols., 2009). Esta
variacion en los resultados podria deberse a la falta de homogenizacién en cuanto a
dosis y protocolos y a las diferentes formas de coenzima Q cuya absorcién ha sido
previamente comprobada y contrastada. En nuestro caso se ha empleado una forma
comercial de ubiquinol, previamente comprobada y contrastada su absorcién
(Ikematsu y cols., 2006; Ozaki y cols., 2010). Este estudio también refleja la efectividad
del compuesto pues se ha observado un incremento en los niveles de coenzima Q10 en

el grupo tratado con ubiquinol.

El mecanismo por el cual el ubiquinol protege de los dafios deletéreos que el
ejercicio produce sobre la morfologia y mejora la vitalidad podria deberse al
incremento de los niveles de CoQ como resultado de la suplementacion, que puede
actuar directamente como antioxidante, o preservar cambios en los niveles de
testosterona (Banihani, 2018). Pese a que los niveles de testosterona no se han

determinado en el presente estudio, no se puede descartar esta posibilidad.

El excipiente empleado también produjo una disminucién significativa del
numero de formas anormales, mostrando resultados muy similares a los producidos

por el trans-resveratrol, pero significantemente menores a los observados en el grupo
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suplementado con ubiquinol. Esta mejora podria deberse a la presencia de vitamina C
en el excipiente y a su conocida capacidad antioxidante (Samanta y cols., 2006). La
vitamina C mejora parametros seminales incluso la morfologia en pacientes subfértiles
(Akmal y cols., 2006). En ratones sanos sometidos a natacidn forzada también se ha
visto que la suplementacién oral con vitamina C mejora, entre otros, la morfologia
espermatica, mejora que se acompafia de un incremento en los niveles de testosterona,
pudiendo ser este incremento hormonal la causa de la mejora de los parametros

seminales (Sanguishetti y cols., 2014; Okon y Utuk, 2016).

En el presente estudio la vitalidad no ha resultado afectada, como se evidencia
al comparar los datos del GCy el grupo EJERC. Mientras que el modelo de ejercicio aqui
planteado no afecta a la vitalidad, otros modelos de natacién forzada mas intensos han
evidenciado una disminucién de la vitalidad en el grupo ejercicio (Minaii y cols., 2014;
Moyaeri y cols., 2017). Esta vitalidad disminuida se ha asociado a un incremento de
ERO, las cuales se han visto que dafia las membranas celulares, alterando su funcién y
permeabilidad, llevando a la célula a la muerte. La afectacidon de la morfologia en este
estudio, sin alteracién de la vitalidad podria explicarse por el modelo de ejercicio, que
parece haber inducido un cierto nivel de estrés oxidativo en el testiculo, alterando asi
la espermatogénesis y, por ende, la morfologia, pero insuficiente como para inducir un
estrés oxidativo a nivel del epididimo, compartimento independiente del testiculo
donde se producen los principales cambios en su membrana plasmatica a través de
remodelacion, adquisicién y cambio de proteinas de la superficie espermatica (Vernet

y cols., 2004).

Pese a la ausencia de cambios en la vitalidad, se ha observado que tanto la
suplementacién con ubiquinol, como con trans-resveratrol y el excipiente, ha mejorado
la vitalidad; mientras que no se observaron diferencias entre la acciéon del ubiquinol y
la del trans- resveratrol, si se hallaron diferencias entre el ubiquinol y el excipiente,
quizas porque la combinacion de estos dos potencie el efecto. Este es el primer estudio
que valora el efecto de la suplementacién con ubiquinol y con trans-resveratrol, sobre
la vitalidad de los espermatozoides en modelos de ejercicio. La vitamina C si se ha
empleado previamente, en modelos de natacion, empleando diferentes dosis, sin
observarse efecto alguno sobre la vitalidad (Sanghisetti y cols., 2014), aunque otros

antioxidantes, como la melatonina, si han demostrado tener un efecto protector sobre
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la vitalidad en modelos de ejercicio (Minaii y cols., 2014; Moyaeri y cols., 2017). El
mecanismo por el cual los antioxidantes mejoran la vitalidad podria radicar en que
inhiben o disminuyen la peroxidacion lipidica de las membranas celulares y, por tanto,
evitan que estas se alteren. Tanto el ubiquinol como el trans-resveratrol inhiben la

peroxidacion de lipidos (Turunen y cols., 2004; Alarcén de Lastra y Villegas, 2007).

8.4 ESPERMATOGENESIS

La unidad funcional del testiculo es el tibulo seminifero, en él se lleva a cabo la
espermatogénesis. El ciclo de la espermatogénesis incluye una fase de meiosis y otra
de espermiogénesis, las cuales tienen una duracion en los ratones de entre 48-52 dias.
En este estudio se ha elegido un periodo de 50 dias para asi poder estudiar un ciclo
completo. La espermatogénesis es un proceso de transformaciéon y maduracion celular
muy sensible a agentes externos tales como factores medioambientales, agentes
toxicos, deficiencias alimentarias, enfermedades sistémicas y radiaciones ionizantes,
entre otros. También se ha estudiado el efecto que el ejercicio produce sobre ella; asi
autores como Manna y cols., (2003, 2004 a, b) y Jana y cols., (2008, 2014), han
observado como un modelo de natacion forzada en ratones, a diferentes niveles de
intensidad afecta negativamente a la espermatogénesis alterando el nimero de
espermatocitos y espermadtidas del epitelio, asi como la arquitectura del tdbulo

seminifero, encontrandose células desprendidas del epitelio.

En cuanto a la valoracion subjetiva de la histologia de los tubulos, no se han
encontrado diferencias significativas en la arquitectura de la pared, grado de edema, ni
en el grado de apoptosis entre el grupo control y el grupo de ejercicio. Si se ha
observado que el grupo EJERC es el que mayor nimero de animales con células
inmaduras en la luz tubular presentd. La presencia de células inmaduras en el epitelio
germinativo en diferentes estadios en la luz revela que existe un dafio en la
espermatogénesis. La presencia de diferentes tipos de células germinales en la luz
como consecuencia del ejercicio impuesto fue previamente descrita por Manna y cols.,
2003, 2004 a, b, Samantha y cols., 2006, Jana y cols., 2008. Una de las causas de esta
muerte y deplecion celular, podria ser un descenso en los niveles de testosterona
intratesticular, dado que se necesitan niveles adecuados de testosterona para

mantener tanto una correcta espermatogénesis como para que se adquiera una
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estructura morfologica normal (Sharpe y cols., 1992; Jana y cols., 2010). Ademas, se
requiere testosterona para mantener unidas las diferentes generaciones de células
germinales en los tdbulos seminiferos, por lo cual bajas concentraciones de
testosterona provocarian una separacion de células del epitelio pudiendo iniciar la
muerte de las células germinales (Blanco- Redriguez y Martinez Garcia, 1998). Otra de
las causas de esta deplecién podria ser el dano oxidativo de las células descrito
previamente (Yulug y cols., 2013). Los mecanismos por los cuales el ejercicio pudiera
provocar un descenso de la testosterona y/o provocar estrés oxidativo se han descrito
previamente. En todos los grupos de tratamiento con suplementacién de antioxidante
se redujo el nimero de animales con presencia de células dentro de la luz,
principalmente en el grupo tratado con trans-resveratrol, seguido por el tratado con
ubiquinol. Aunque empleando otros compuestos, se ha estudiado previamente el efecto
de la suplementacién con antioxidantes en la preservacién y mantenimiento de la
espermatogénesis en modelos de natacion forzada (Jana y cols., 2014; Mana y cols.,
2004 b). Si se ha valorado el trans-resveratrol en modelos de reposo en los que se han
observado diferentes resultados; por una parte, se ha visto que, a dosis de 20mg/Kg
administrado de forma intraperitoneal, actiia como antioxidante protegiendo contra la
deplecion de células en la luz del tibulo seminifero provocadas como consecuencia de
agentes oxidantes (Yulug y cols., 2013); por otra, usando diferentes dosis de trans-
resveratrol administradas también intraperitonealmente se ha visto que, a dosis de
8mg/Kgy 20 mg/Kg, actia como prooxidante incrementando el nimero de células en
la luz del tibulo siendo proporcional esta respuesta a la dosis administrada (Ranawat
y cols., 2014). En el presente estudio parece que la dosis y via de administracion
empleada, la via oral, han sido adecuadas, ejerciendo un efecto antioxidante y
protegiendo a las células del epitelio germinativo del dafio oxidativo y, por tanto, la
espermatogénesis, pudiendo ser este ultimo efecto debido a su efecto sobre la
activacion de las sirtuinas y al efecto que estas tienen sobre la activacion de la GnRH y
por tanto del eje hipotalamo gonadal (Cakir y cols., 2009). Tras el estudio y analisis de
las publicaciones encontradas, creemos que es la primera vez que se valora este efecto

con el ubiquinol y la vitamina C.

En cuanto al andlisis histomorfométrico, se observé una tendencia a un

incremento en el area, longitud, anchura y perimetro del tibulo seminifero, asi como
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también en area y porcentaje de epitelio seminifero del grupo ejercicio con respecto al
grupo control. Como vimos anteriormente, el grupo ejercicio fue también el que mayor
numero de animales con células germinales en la luz present6. Este incremento
observado en los parametros determinados sobre los tubulos podria deberse a que el
espacio entre las células germinales es mayor, al estar produciéndose una separaciéon
entre las células del epitelio germinativo como consecuencia de la alteracién que el
ejercicio impuesto provoca sobre la espermatogénesis. Con respecto a los grupos de
tratamiento, el grupo tratado con trans-resveratrol fue el que presentd valores mas
bajos para dichos parametros, siendo la diferencia estadisticamente significativa no
sélo para el grupo de ejercicio sino también para el grupo control. Como se ha
comentado anteriormente, el grupo EJ-Resv fue ademas el que presenté de forma muy
significativa el menor porcentaje de animales con células germinales en la luz del
tubulo, posiblemente, como vimos anteriormente, por su efecto sobre las sirtuinas,
principalmente la sirtuina-1 al estimular el eje hipotdlamo gonadal y mejorar la

espermatogénesis (Rato y cols., 2016)

En cuanto a los nucleos el epitelio seminifero, se ha visto que el grupo EJERC
presentaba de forma significativa valores mas elevados de area, aspecto y didmetro que
el GC, datos que concuerdan con lo descrito en nuestro previo estudio (datos no
publicados). El incremento de estos valores podria estar relacionado con la primera
fase de muerte celular o apoptosis, caracterizada por entrada de agua debido a la
pérdida de permeabilidad de la membrana. En las células germinales, la apoptosis se
asocia con el incremento de ERO y disminucién en la actividad de la enzima glutation
reducido (GSH) (Jana y cols., 2010); existen otros factores que la pueden afectar, como
son la falta de hormonas (gonadotropinas o andrégenos) y el aumento de la
temperatura del testiculo. También se ha observado que el incremento de la apoptosis
de las células germinales puede preceder a una deplecion de células germinales en la

luz (Blanco- Redriguez y Martinez-Garcia, 1998).

En cuanto a los grupos con suplementacion de antioxidantes se observo que el
diametro de los nucleos disminuy6 en todos los casos, incluido en el grupo EJ-Excp,
siendo el trans-resveratrol el que mejor protegié frente a este efecto, al presentar

didmetros del ntcleo similares al grupo control.
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La proteccion del trans-resveratrol frente a fendmenos de apoptosis ha sido
descrita previamente en modelos sobre la apoptosis inducida por paclitaxel en la linea
celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y (Nicolini y cols., 2001), en dafos
isquémicos y toxicos en células PC12 (Agarwall y cols., 2011; Siddiqui y cols., 2010) y
dafios neurotéxicos del 3-amiloide (Savaskan y cols., 2003); en modelos reproductivos
también ha sido estudiada en dafno testicular inducido por cadmio (Eleawa y cols.,
2014) y doxorrubicina (Turedi y cols., 2015) y en modelos de ratas con varicocele

inducido (Hajipour y cols., 2018).

En cuanto al ubiquinol se he demostrado su efecto de inhibicién de la apoptosis
en hepatocitos tras un estrés metabélico (Vasiliev y cols., 2011), pero dicho efecto no

ha sido estudiado en modelos reproductivos, siendo este el primer estudio que lo hace.

Consideramos que el modelo de ejercicio seleccionado de natacién forzada de 3
minutos diarios durante 50 dias, en ratones macho CD-1, pudiera estar afectando a la
fertilidad, al producir alteraciones significativas sobre la morfologia de los
espermatozoides epididimarios, incrementando el diametro de los nucleos de las
espermatogonias de los tibulos seminiferos y reduciendo parcialmente la capacidad
antioxidante del testiculo, al disminuir el nivel de las enzimas GPx y GRd. Por otro lado,
observamos que, el empleo de antioxidantes como el ubiquinol, el trans-resveratrol o
la vitamina C, usados diariamente como suplemento en la dieta, no presentan efectos
nocivos sobre la salud y podrian ayudar a mejorar la fertilidad, incrementando el
nimero de formas normales de espermatozoides, los porcentajes de vitalidad
espermatica, incrementando parcialmente la capacidad antioxidante del testiculo y
mejorando la espermatogénesis. De los antioxidantes empleados el que mejor parece
proteger la morfologia de los espermatozoides es el compuesto formado por ubiquinol
mas excipiente (Vitamina C), y el que menor nimero de células inmaduras presenta en
la luz del tibulo seminifero y, por tanto, mejor pudiera proteger la espermatogénesis

es el trans-resveratrol.
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9. CONCLUSIONES

2 - El modelo de ejercicio de 3 minutos de natacion forzada diaria durante 50 dias en
ratones CD-1, provoca alteraciones similares a las observadas en nuestro estudio
anterior, incrementando el porcentaje de morfoanomalias de los espermatozoides
epididimarios y el didmetro del nucleo de las espermatogonias de la pared de los
tubulos seminiferos, sin alteracion de la vitalidad de los espermatozoides.

2 - El modelo de ejercicio planteado produce un descenso, no significativo, de las
enzimas antioxidantes glutation peroxidasa y glutation reductasa, malondialdehido y
de la ratio CoQ9/Q10, junto con un incremento de la actividad antioxidante total.

4- La administraciéon de los antioxidantes ubiquinol y trans-resveratrol de forma
diaria como suplemento en la dieta, protege frente a los efectos nocivos que el ejercicio
planteado produce sobre la morfologia espermatica, disminuyendo el niimero de
anomalias, a la vez que incrementa la vitalidad de los espermatozoides; reduce el
diametro de los nucleos de las espermatogonias y el nimero de células inmaduras en
la luz del tabulo.

a- El ubiquinol es el antioxidante que mejor protege frente a los dafios en la
morfologia de los espermatozoides epididimarios y el trans-resveratrol es el que
mayor reduccion presenta del didmetro de los nucleos de las espermatogonias y el que
mejor preserva la espermatogénesis al disminuir la presencia de células inmaduras en

laluz de los tubulos.
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LISTADO DE ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico
AH-: Ascorbato

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico
ARN: Acido ribonucleico

ATP: Adenosin trifosfato

CAT: Enzima catalasa

CH-2: Grupos metileno

CoQ10: Coenzima Q10

Cu: Cobre

EO: Estrés oxidativo

ERN: Especies reactivas de nitrégeno
ERO: Especies reactivas de oxigeno
Fe: Hierro

FSH: Hormona foliculo estimulante
GnRH: Hormona liberadora de gonadotropina
GPx: Enzima glutation peroxidasa
GRd: Enzima glutation reductasa
GSH: Glutatién reducido

GSSG: Glutation oxidado

H202: Peréxido de hidrogeno

HOO-: hidroperoéxido

LH: Hormona luteinizante

L-OOH: Lipoperoxido

Mn: Manganeso

NADPH: Nicotianamina adenina dinucleétido fosfato
NO-: Oxido nitrico

02: Oxigeno

0Z-: Superoxido

OH-: Hidroxilo

ONOO-: Peroxinitrito

PI: Pieza intermedia

PL: Peroxidacién lipidica

PUFASs: Acidos grasos poliinsaturados
QH: Ubiquinol

RL: Radical libre

RO2: Peroxilo

ROS: Reactive oxigen species
SDO-Ex: Superoxido dismutasa extracelular
SIRT: Sirtuina

SOD: Enzima supero6xido dismutasa
Zn: Zinc
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