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RESUMEN

La infertilidad es una condicién del sistema reproductivo que se caracteriza por la
imposibilidad de lograr un embarazo clinico después de 12 meses 0 mas de relaciones
sexuales regulares sin proteccion. Un 30% de la infertilidad es debida a factores
masculinos dentro los cuales una de las causas mas frecuentes son alteraciones en los
parametros espermaticos; ya sea por calidad o cantidad. Una de las pruebas clasicas
de laboratorio que se realizan para la determinaciéon de estos pardmetros es el
espermiograma. Sin embargo, presenta la desventaja que no es capaz de predecir el
potencial fecundante de los espermatozoides. Sin embargo, existen pruebas
funcionales como la reaccion acrosomal (RA) la cual tiene un mayor poder predictivo
para determinar qué tan habiles pueden ser los espermatozoides para viajar hasta el
ovulo y fecundarlo. Fisiolégicamente, para que un espermatozoide pueda fecundar,
requiere atravesar por los procesos de capacitacién y RA. Ambos procesos tienen lugar
en el tracto genital femenino. Durante el proceso de capacitacién, el espermatozoide
atraviesa por una serie de cambios bioquimicos que le van a brindar la capacidad para
fecundar. Una vez que el espermatozoide se encuentra capacitado, entonces es apto
para llevar a cabo la RA. Este es un proceso exocitotico dependiente de calcio (Ca®*)
en donde hay una liberacién de enzimas hidroliticas que le van a permitir al
espermatozoide atravesar las capas que se encuentran rodeando al ovocito. Tanto en
la capacitaciéon como en la RA, participa CatSper; un canal i6nico de Ca®* que se
expresa unicamente en el flagelo de los espermatozoides. Uno de los agonistas
fisiolégicos de CatSper es la hormona esteroidea progesterona (Pg). Sin embargo,
existen escasos estudios y mucha controversia sobre el efecto que ejercen otras
hormonas esteroideas como testosterona (T) e hidrocortisona (HC) en la fisiologia del
espermatozoide. Algunos estudios indican que la T e HC inhiben la activacion de
CatSper por Pg funcionando como factores anticapacitantes. Por otro lado, otros
autores han reportado un efecto agonista sobre CatSper. Por ello, el objetivo de este
estudio es analizar el efecto de diferentes concentraciones de ambas hormonas en el
espermatozoide humano empleando pruebas funcionales como la RA. Estos resultados

aportaran informacion valiosa para entender mejor la infertilidad.

Palabras clave: reaccion acrosomal, hormonas esteroideas, progesterona,
testosterona, hidrocortisona, espermatozoide.




ABSTRACT

Infertility is a condition of the reproductive system characterized by the inability to
achieve a clinical pregnancy after 12 months or more of regular unprotected sexual
intercourse. 30% of infertility is due to male factors, one of the most frequent causes
being alterations in sperm parameters, either for quality or quantity. One of the
classic laboratory tests performed to determine these parameters is the
spermiogram. However, it has the disadvantage that it is not capable of predicting
the fertilizing potential of sperm. However, functional tests such as the acrosomal
reaction (AR) have a greater predictive power to determine how capable sperm can
be to travel to the egg and fertilize it. Physiologically, for a sperm to fertilize, it needs
to go through the capacitation and RA processes. Both processes take place in the
female genital tract. During the capacitation process, the sperm goes through a
series of biochemical changes that will give it the ability to fertilize. Once the sperm
is trained, then it can carry out the RA. This is a calcium-dependent process where
there is a release of hydrolytic enzymes that will allow the sperm to pass through the
layers that surround the oocyte. In the capacitation and the RA, CatSper participates,
a channel expressed only in the flagellum of sperm. One of the physiological
inducers of CatSper is the steroid hormone progesterone (Pg). However, there are
few studies and much controversy about the effect of other steroid hormones such
as testosterone and hydrocortisone. Some studies indicate that these hormones
inhibit the activation of CatSper by Pg by functioning as anti-capacitating factors. On
the other hand, other authors have reported an agonist effect on CatSper. Therefore,
the objective of this study is to analyze different concentrations of both hormones
but using functional tests such as RA. These results will provide valuable information
to a better knowledge of infertility.

Key words: acrosome reaction, steroid hormones, progesterone,
testosterone, hydrocortisone, human sperm.
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1. INTRODUCCION

La infertilidad es una condicion del sistema reproductivo que se caracteriza por la
imposibilidad de lograr un embarazo clinico después de 12 meses o mas de
relaciones sexuales regulares sin proteccién (Zegers et al., 2009).

El 30% de la infertilidad es atribuida a factores masculinos dentro de los cuales una
de las causas mas frecuentes es la alteracion en los parametros espermaticos; ya
sea por defectos en su calidad (movilidad o morfologia anormal) o en la cantidad
(baja concentracidon o ausencia de espermatozoides) (Katz et al., 2017; Turner
et al., 2020). Dichos parametros son de vital importancia ya que el objetivo del
espermatozoide es viajar hasta el ovocito para lograr la fecundacién, por lo que si
estos parametros se encuentran alterados, este objetivo podria no cumplirse.

Una de las pruebas clasicas que se emplean para la medicién de los parametros
espermaticos cuando una pareja sospecha de infertilidad es el espermiograma
(Turnet et al., 2020). Sin embargo, esta prueba presenta una gran limitante ya que
es incapaz de predecir qué tan habiles son los espermatozoides para viajar a lo
largo del tracto genital femenino (TGF) para alcanzar el ovocito. Por ello, es
necesario emplear pruebas funcionales que permitan conocer el potencial de los
espermatozoides para llevar a cabo la fecundacién.

Fisiolégicamente, el espermatozoide debe de llevar a cabo los procesos de
capacitacion y reaccion acrosomal (RA) para ser capaz de fecundar al ovocito
(Espinosa et al., 2018). Dichos procesos ocurren en el TGF; la capacitacién
involucra la remocidn de colesterol de la membrana plasmatica del espermatozoide
aumentando su fluidez y permeabilidad, incrementos intracelulares de pH y de
concentracion de Ca?* intracelular [Ca?*]i y un cambio en el batido flagelar
(hiperactivacion) (Espinosa et al., 2018; Ikawa et al., 2010). Una vez concluida la
capacitacion, los espermatozoides llevan a cabo la RA; un proceso exocitético en
donde se fusionan las membranas acrosomal y plasmatica del espermatozoide
liberando enzimas que le permitiran atravesar las capas externas del évulo (Jin &
Yang, 2016). Tanto en la capacitacion como en la RA, participa un canal de Ca?*
especifico del espermatozoide llamado CatSper (Tamburrino et al., 2014). Se han
descrito diversos activadores/agonistas fisiologicos de CatSper dentro de los cuales
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se encuentran las hormonas esteroideas como la progesterona (Pg) (Brenker et al.,
2018; Lishko & Mannowetz, 2018; Mannowetz et al., 2017; Sun et al., 2019). Sin
embargo, existen escasos estudios y mucha controversia sobre el efecto que
ejercen otras hormonas esteroideas presentes en los tractos reproductivos
femeninos y masculinos sobre CatSper. En 2017, se reportd que la testosterona (T)
y la hidrocortisona (HC) por si solas no activan a CatSper si no que, en
concentraciones fisiologicas de plasma sanguineo (1 uM), éstas inhiben la
activacion de CatSper por Pg, lo que hace pensar que altas concentraciones de
estas hormonas en el tracto genital masculino previenen la activacién CatSper
funcionando como un factor anti capacitante hasta ser removido en el TGF
permitiendo la activacion del canal (Mannowetz et al., 2017). Sin embargo, por otra
parte, otros grupos de investigacién han reportado que estas hormonas tienen un
efecto agonista sobre CatSper (Brenker et al., 2018; Rehfeld, 2020). Cabe destacar
gue estos estudios se realizaron mediante técnicas de electrofisiologia y mediciones
fluorométricas de Ca?*.

Por ello, el objetivo de este proyecto es analizar los efectos de diferentes
concentraciones de estas hormonas en el espermatozoide de humano empleando
pruebas funcionales como la RA con la finalidad de conocer si la T e HC tienen
efectos similares o distintos en comparaciéon con la Pg y poder aportar mas
informacion sobre procesos que deben ocurrir para que un espermatozide sea

capaz de fecundar.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Infertilidad

La infertilidad ha sido reconocida como un problema de salud publica (Lotti & Maggi,
2018) al ser una condicidn del sistema reproductivo caracterizada por la
imposibilidad de lograr un embarazo clinico después de 12 meses o mas de
relaciones sexuales regulares (cada 2 o 3 dias) sin proteccion (Zegers et al., 2009).
Mundialmente, se estima que alrededor del 15% de las parejas presentan
problemas de infertilidad (Barati et al., 2020; Sun et al., 2019). En México, segun la
Asociacion Mexicana de Medicina de la Reproduccion existen entre 4 y 5 millones
de parejas que tienen dificultad para concebir (AMMR, 2020).

Aproximadamente el 30% de los casos de infertilidad son debidos a factores
masculinos, 30% a factores femeninos, 30% a factores no identificados (infertilidad
idiopatica) y un 10% factores mixtos (femeninos y masculinos) (Katz et al., 2017;
Turner et al., 2020).

Ademas, es importante resaltar que los andlisis de semen que se realizan de
manera rutinaria, no proveen toda la informacién necesaria para determinar las
causas de la infertilidad; es decir, un hombre puede presentar parametros de calidad
Optimos segun la OMS y aun asi no lograr un embarazo con su pareja (Turner et al.,
2020). Por lo tanto, para entender las causas idiopaticas de la infertilidad, se

requieren mas estudios acerca de la fisiologia del espermatozoide.

2.1.2 Métodos diagndsticos

Para que se pueda establecer un diagnéstico de infertilidad, la pareja debe
someterse a diversas pruebas. Lo primero que se realiza es una historia clinica
completa de cada miembro de la pareja en donde se incluyen datos importantes
como edad y tiempo que han intentado lograr el embarazo (CIE-10, 2013).

Dentro de los estudios que se realizan a la mujer se encuentran los siguientes:
e Verificacion de la ovulacién: En mujeres con ciclos irregulares, se realizan
determinaciones de interés clinico como: Hormona foliculo estimulante
(FSH), Hormona Luteinizante (LH), Pg, Hormona estimulante de la tiroides
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(TSH), prolactina (PRL) y andrdégenos con el objetivo de identificar la
localizacion de la patologia:
o TSHy PRL: patologia hipofisiaria.
o FSH y LH: Hipo o hipergonadotropos y sindrome de ovario
poliquistico.
o 17-OH progesterona: Sospecha de posible hiperplasia suprarrenal.
e Examenes para la evaluacién del utero y las trompas de Falopio.

e Exploracion ginecoldgica completa.

Dentro de los estudios que se realizan al hombre se encuentran:

e Ecosonografia o ultrasonografia Doppler escrotal: Sospecha de varicocele,
examinacion del parénquima testicular y epididimo.

e Analisis del semen: Sospecha de posible estado disfuncional de la secrecion
exocrina de las glandulas sexuales masculinas y sobre patologias del
sistema genital.

En cuanto al factor masculino, dado que es importante evaluar los paradmetros de
calidad de los espermatozoides, a continuacion se definaran las caracteristicas de
dicha célula.

2.2 Espermatozoide

El término espermatozoide es derivado del griego “semilla” que se refiere a las
células reproductoras masculinas.

El espermatozoide es una célula pequena (50-60 micras), haploide, altamente
diferenciada capaz de alcanzar, reconocer y fusionarse con el 6vulo a pesar de ser
incapaz de llevar a cabo procesos como la transcripcion génica o sintesis de
proteinas (Darszon etal., 2011). Ademas, es una célula incapaz de divirse y
presenta una vida util limitada. Su duracion depende del periodo ovulatorio de la
mujer ya que existen variaciones en el pH. Fuera del periodo ovulatorio (pH vaginal
<6), el espermatozoide tiene una vida limitada de 20 a 30 minutos y dentro del
periodo (pH=7-7.5), la célula espermatica puede llegar a vivir desde 2 hasta 16
horas (Ruiz, 2016).
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2.2.1 Anatomia del espermatozoide

En 1677, el cientifico Anton Van Leeuwenhoek fue el primero en describir la célula
espermatica (Reproduccion Asistida ORG, 2019).

Dado que existen estructuras del espermatozoide que predominan a lo largo de casi
toda la célula, seran las primeras en describirse a continuacion (Fig. 1):

El axonema es una estructura conformada por nueve pares de microtubulos que
rodean a un par central (Romarowski, 2017) en estructura 9x2. La dineina es la
proteina motora principal que compone al axonema; sin embargo también existen
moléculas chaperonas, proteinas fijadoras de Ca?* y proteinas cinasas/fosfatasas
(Qlivera et al., 2006). Desde el cuello hasta la pieza principal del espermatozoide,
el axonema se encuentra rodeada por las fibras densas externas y a nivel de la
pieza final, Unicamente prevalece el axonema.

El metabolismo energético creado a partir de la glucosa es requerido para la
activaciéon del axonema; produce y regenera el ATP e intermediarios como el
NADPH los cuales son necesarios para que se puedan llevar a cabo las vias de
sefalizacion internas que propician a la fosforilacion de proteinas que producen el
movimiento (Olivera et al., 2006).

Las fibras densas externas se encuentran rodeadas por las mitocondrias en la pieza
media y rodeadas por la vaina fibrosa en la pieza principal (Darszon et al., 2011) las
cuales contribuyen al movimiento del flagelo.

En la cabeza del espermatozoide (la cual mide de 5-8 micras) se encuentra
localizado el acrosoma que es una estructura membranosa derivada del aparato de
Golgi que tiene la forma de un capuchén. Se encuentra justo debajo de la membrana
plasmatica del espermatozoide y contiene enzimas hidroliticas (acrosina vy
hialuronidasa, principalmente) para fusionarse con el évulo. Su formacion comienza
al inicio de las etapas de desarrollo de la espermatida (célula germinal masculino a
partir de la cual se origina el espermatozoide). El tamano del acrosoma va
aumentando gracias a la fusion continua de vesiculas derivadas del aparato de
Golgi las cuales van extendiéndose sobre el polo nuclear anterior. El acrosoma se
encuentra estrechamente asociado con la envoltura nuclear redundante (Han et al.,
2017).
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El acrosoma comprende una estructura de capuchdén anterior (sometida a la
reaccion acrosomal) y un segmento ecuatorial posterior que no participa en dicha
reaccion. De hecho, el segmento debe de permanecer intacto una vez que la
reaccion acrosomal se ha llevado a cabo ya que es el sitio en donde se inicia la
fusidén de los gametos durante la fertilizacion (Mortimer, 2018).

El ndcleo del espermatozoide ocupa el mayor espacio de la cabeza ya que estas
células presentan muy poco citosol. Es un nucleo muy denso dado que contiene
fibras de cromatina altamente condensadas. Las histonas que se unen al ADN son
sustituidas en su mayoria por protaminas las cuales forman enlaces disulfuro para
proporcionarle estabilidad y un alto grado de proteccion al ADN contra cualquier
dafno (Chemes, 2017; Darszon et al., 2011; Mortimer, 2018).

El flagelo del espermatozoide se puede dividir en tres piezas (Figura 1):

1. Pieza media: Es la primera porcién en donde se distingue principalmente el cuello
(6-12 micras) del espermatozoide dentro de los cuales se encuentran las siguientes
estructuras:

La envoltura nuclear redundante se encuentra en los espermatozoides de humano
en la regién posterior de la cabeza que tiene aspecto de una cortina doblada que
cuelga desde la parte posterior del nucleo. Se ha sugerido que la presencia de poros
en esta envoltura juega un papel muy importante en las ultimas etapas de
maduracion de los espermatozoides o incluso durante la fertilizacién (Mortimer,
2018). De igual manera, es importante mencionar que esta envoltura persiste luego
de la condensacién nuclear en la espermatogénesis (Torres Fuentes, 2015).
Ademas, se reconoce como un reservorio de Ca?* que es vital para la
hiperactivacion de los espermatozoides (Mortimer, 2018; Olson et al., 2011).

El centriolo se encuentra a nivel del cuello (base de la cabeza) del espermatozoide
y es la unica estructura celular que es aportada por el padre. Es el origen de los
centriolos de todas las células que componen el organismo. Tiene una estructura
cilindrica formada por microtubulos los cuales se encargan del ensamblaje de los
mismos participando en diversos procesos como la organizacion celular, formacion
y funcion de flagelos y cilios y en la divisidn celular (mitosis y meiosis) (Avidor-Reiss
et al., 2019).
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Hasta hace algunos afos se pensaba que los espermatozoides Unicamente
proporcionaban un solo centriolo al évulo y que después se duplicaban. Sin
embargo, en una investigacion realizada en el 2019, se report6 que el padre dona
dos centriolos durante la fertilizacion ya que un évulo fertilizado requiere de ambos
para la formacion de un nuevo individuo. De hecho, Avidor y col. encontraron que
uno de los centriolos que se encuentran en el espermatozoide es “atipico” ya que
es muy diferente en su estructura y composicion de proteinas. Sin embargo, este
centriolo contiene las proteinas necesarias para formar un centriolo completamente
funcional después de la fertilizacién (Avidor-Reiss et al., 2019).

En cuanto a la gota citoplasmatica, ésta es el pequefo residuo citoplasmatico que
queda después de la espermiogénesis (Cooper, 2011).

En el cuello también se encuentran localizadas las mitocondrias las cuales le
proporcionan energia al espermatozoide para el viaje que éste realizara a través del
TGF. Dicha energia proporcionada en forma de ATP, proviene del metabolismo de
la glucosa el cual es requerido para la activacién del axonema. El ingreso de la
glucosa al citosol se da gracias a transportadores GLUT3 en la pieza media. La
glucosa se transforma en glucosa-6-fosfato para generar ATP e intermediarios
(NADPH) por via de las pentosas fosfato o fosforilacién oxidativa (Olivera et al.,
2006).

2. Pieza principal: Es el segmento mas largo del flagelo (50 micras) y se encuentra
intimamente relacionada con el batido flagelar (Zhu, 2020). El espermatozoide
presente una velocidad de nado de 3 milimetros por minuto, aproximadamente
(Reproduccién Asistida ORG, 2019).

Dentro de la pieza principal, se pueden distinguir dos estructuras:

Anulo: Es la estructura interna que divide a la pieza media y a la pieza principal.
Vaina fibrosa: Es una estructura del citoesqueleto que se encuentra rodeando al
axonema y a las fibras densas externas. Se trata de dos columnas longitudinales
que se ensamblan a lo largo de la espermiogénsis. La vaina fibrosa influye en el
grado de flexibilidad, el movimiento flagelar y la forma del batido flagelar de los
espermatozoides (Eddy et al., 2003).
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3. Pieza final: Es la ultima parte de la cola o flagelo del espermatozoide en donde la
Unica estructura que permanece es el axonema (Darszon et al., 2011).

Acrosoma
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Figura 1: Anatomia del espermatozoide humano. El espermatozoide se divide en pieza media, principal y final. Dentro de
la pieza media se encuentran la envoltura nuclear redundante, centriolo, gota citoplasmdtica y mitocondrias. La pieza
media y principal se encuentran separadas por el dnulo. En la pieza principal, se encuentra la vaina fibrosa (morado) que
rodea a las fibras densas externas (negro) y al axonema (verde) desde la pieza media. En la pieza final, dnicamente
predomina la estructura del axonema. Tomada y adaptada de Darszon et al., 2011.




2.2.2 Espermatogénesis

El origen, desarrollo y produccion de espermatozoides se lleva a cabo por un
proceso denominado espermatogénesis (Reproduccidn Asistida ORG, 2018) el cual
ocurre de manera continua en los hombres adultos cuya duracidén es de 64-72 dias
(Darszon etal., 2011). Este proceso se lleva a cabo dentro de los tubulos
seminiferos de los testiculos en donde se distinguen tres generaciones diferentes
de células germinales: espermatogonia, espermatocitos y espermatidas (Figura 2)
(Allais-Bonnet & Pailhoux, 2014).

Durante el proceso de espermatogénesis, las células germinales (espermatogonia)
experimentan cambios esenciales tanto estructural como funcionalmente los cuales
se encuentran regulados por las células de Sertoli (Darszon et al., 2011).

Los espermatocitos primarios se diferencian de la espermatogonia atravesando la
barrera hemato-testicular la cual se encuentra formado por uniones estrechas de
las células de Sertoli. Posterior a ello, se forman los espermatocitos secundarios a
través de la primer meiosis los cuales luego se convierten a espermatidas gracias a
la segunda meiosis (Darszon et al., 2011).

Luego, las espermatidas se deberan convertir a espermatozoides; este proceso se
conoce como espermiogénesis la cual es la etapa final de la espermatogénesis.
Este proceso conlleva diversos cambios como la elongacién de la célula,
condensacioén del nucleo, formacién del acrosoma y remocion del citoplasma casi
por completo (realizado por las células de Sertoli) para formar un espermatozoide
completamente desarrollado. Este citoplasma residual se conoce también como
gota citoplasmatica (Darszon et al., 2011).

Posteriormente, los espermatozoides recién formados son transportados vy
almacenados en el epididimo a través del lumen del tibulo seminifero en donde
completaran su proceso de maduracion necesario para adquirir motilidad.
Finalmente, la dltima etapa de maduracion tiene lugar en el TGF en donde ocurre la
capacitacion que termina con la RA (Darszon et al., 2011).
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Figura 2: Sintesis del espermatozoide. El proceso de espermatogénesis ocurre en los tubulos seminiferos localizados dentro del
testiculo. Se aprecian 3 generaciones diferentes de células: espermatogonia, espermatocito y espermdtidas. Tomada y adaptada
de Encyclopedia Britannica, 2019.

2.2.3 Transporte del espermatozoide

Una vez que los espermatozoides han sido producidos en los testiculos y madurado
en el epididimo, estos son transportados hacia los conductos eyaculadores de la
préstata por los conductos deferentes. Luego, en la uretra se combinan los
espermatozoides con algunas secreciones de la préstata. En este punto, también
participan las glandulas bulbouretrales los cuales contribuyen a la formacién del
liqguido seminal para que finalmente, esta mezcla (semen) sea expulsada del cuerpo
através de la uretra (Roberts, 2010) (Figura. 3).
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Figura 3: Transporte del espermatozoide. El espermatozoide sigue una ruta para transportarse: tubulos seminiferos
(testiculo), maduracion en el epididimo, transporte hacia los conductos deferentes para posteriormente pasar por la
vesicula seminal y la prdstata donde se enriquece el liquido seminal. Finalmente, los espermatozoides llegan a la uretra
para ser expulsados. Tomada de Reproduccion Asistida, ORG, 2017.

2.2.3.1 Semen

El semen es un liquido viscoso que se expulsa durante la eyaculacion. En el semen
se encuentran contenidos los espermatozoides, secreciones liquidas de los 6rganos
sexuales accesorios como acido citrico, aminoacidos libres, fructosa, enzimas,

prostaglandinas y algunos iones como potasio y zinc (Ananya Mandal, 2019).

Algunas funciones del semen son las siguientes:
e Sirve como medio de nutricion y transporte para los espermatozoides
e Brinda un pH controlado para que los espermatozoides puedan ser
depositados en la vagina.
¢ Retiene a los espermatozoides dentro de la vagina por un periodo de tiempo

suficiente para que ocurra la activacion esperméatica (capacitacion).

En la Tabla 1 se presentan los porcentajes en los que contribuyen los diferentes
organos del aparato reproductor masculino para la formacion del liquido seminal.
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Tabla 1: Composicion del semen. El semen se forma gracias a la contribucidn de diversos productos de los distintos érganos
del aparato reproductor masculino. Las vesiculas seminales son aquellas que tienen un mayor aporte de productos, seguido
de la glandula prostdtica y finalmente los testiculos, epididimo y la gldndula bulbouretral.

COMPOSICION DEL SEMEN

Porcentaje Organo productor Productos
46-80% Vesiculas seminales Factores pro-coagulantes, fructosa
13-33% Glandula prostatica Enzimas proteoliticas (seminina,

enzima de estructura similar a la

quimiotripsina, uroquinasa)

5% Testiculos y epididimo Espermatozoides

2-5% Glandula bulbouretral Liquido transparente y resbaladizo

2.2.3.1.1 Analisis del semen

Una manera de analizar el semen es a través del examen de laboratorio llamado
espermiograma. Es un examen diagndstico muy facil de realizar cuando se inicia el
estudio de la fertilidad masculina. Dentro de este examen, se evaluan algunos
aspectos del semen tanto fisicos (volumen, pH, viscosidad y color) como aspectos
celulares (numero de espermatozoides, movilidad, vitalidad y morfologia) (Vasquez,
2007). En la Tabla 2 se muestran los valores normales de los parametros evaluados
en el espermiograma segun la OMS (Katz et al., 2017).

Para lograr un resultado fiable del espermiograma, la recoleccién de la muestra
debe ser adecuada por lo que se recomienda lo siguiente:
e El paciente debera presentar de 2 a 3 dias de abstinencia.
Esto es de vital importancia ya que periodos mas cortos pueden afectar de
manera negativa el conteo de los espermatozoides y en periodos mayores
se puede ver afectada la motilidad de los mismos.
e La muestra debe depositarse directamente en un frasco estéril.
En caso de que se recolecte en el hogar, la muestra debera permanecer a
una temperatura corporal hasta que se transporte al laboratorio.

e La muestra debe analizarse dentro de un periodo maximo de 1 hora.
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Tabla 2: Parametros normales del semen. Dentro del espermiograma, se evaltan diversos paradmetros como el volumen,
pH, concentraciones de espermatozoides, tipo de motilidad, vitalidad, morfologia y leucocitos.

PARAMETROS EVALUADOS EN EL ESPERMIOGRAMA DE ACUERDO CON
EL MANUAL DE LA OMS

Volumen 21.5ml

pH 272
Concentracion de espermatozoides > 15 millones/mi
Conteo de espermatozoides totales = 39 millones
Motilidad total > 40%

Motilidad progresiva > 32%

Vitalidad > 58%
Morfologia normal > 4%
Leucocitos < 1.0 x 108/ml

Si dichos parametros se encuentran dentro de los valores esperados, una prueba
sera suficiente. Sin embargo, en aquellos pacientes en donde el analisis muestre
valores anormales, se recomienda repetir el analisis después de 1 a 3 meses para
aquellos que presenten algun trastorno leve o0 moderado y de 2 a 4 semanas para
los que presenten oligospermia severa (bajo nimero de espermatozoides en el
semen) 0 azoospermia (ausencia de espermatozoides en el semen) (Katz et al.,
2017).

El espermiograma es uno de los mas importantes en la evaluacién del paciente
masculino, sin embargo como se mencion6 anteriormente, éste no determina de
manera definitiva qué tan fértil es el paciente. Existen hombres con resultados
anormales en este andlisis que son capaces de concebir y de manera contraria,
hombres con resultados normales que son incapaces de lograr un embarazo (Katz
et al., 2017). Cabe resaltar que el espermiograma es una prueba subjectiva ya que
se realiza de forma manual por un analista y esto conlleva a variabilidad en los
resultados (Vallve, 2017).
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Como se mencion6 anteriormente, los espermatozoides contenidos en el semen
deben experimentar una ultima fase de maduracién que ocurre en el TGF en donde
ocurre el proceso de capacitacion que se explicara a continuacion:

2.3 Capacitacion espermatica

La capacitacion espermatica se define como el proceso por el que atraviesa el
espermatozoide después de la eyaculacién que le confiere la capacidad para
fecundar al 6vulo. Este proceso conlleva diversas modificaciones en su estructura y
movilidad que son las que le permitiran al espermatozoide atravesar las capas
externas que recubren al 6vulo para fusionarse con él y dar lugar al embrion
(Rodrigo et al., 2019).

Estas modificaciones incluyen (Espinosa et al., 2018):

1. Pérdida de colesterol de la membrana plasmatica del espermatozoide:
Durante la capacitacidén, la membrana citoplasmatica del espermatozoide
experimenta una reorganizacion, particularmente la remocién de colesterol,
funcionalmente origina regiones heterogenas como lo es el area que recubre
el limite del acrosoma para que se pueda llevar a cabo la reaccion acrosomal
(Mortimer, 2018).

2. Aumento de proteinas fosforiladas: Durante la capacitacion hay un
incremento en la concentracion de AMPc el cual es sintetizado a partir de la
adenilato ciclasa soluble (ACs). El AMPc activa a la proteina cinasa A (PKA)
la cual fosforilara residuos de tirosina en las fibras densas externas y en la
vaina fibrosa del flagelo (Mortimer, 2018).

3. Cambio en el batido flagelar: Al inicio, el batido flagelar es simétrico con una
baja amplitud y una alta frecuencia; esto resulta en un nado progresivo en un
medio no viscoso (batido flagelar activado). Por el contrario, cuando el
espermatozoide se encuentra en la ampula del ovidcuto (donde ocurre la
fecundacion), su nado cambio a un batido flagelar asimétrico, con una alta
amplotud y una baja frecuenta (batido flagelar hiperactivado) (Figura 4).
Aquellos espermatozoides que hayan pasado por el proceso de capacitacién
y de hiperactivacion flagelar podran despegarse del epitelio oviductal y de
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esta manera ayudar al unico espermatozoide fecundador a atravesar las
capas mas externas del 6vulo (Mortimer, 2018).

4. Aumento de Ca?*intracelular: La hiperactivacion del espermatozoide ademas
de depender de la flexibilidad flagelar, también depende del incremento del
[Ca%*]. Este [Ca®]i se origina de reservorios que existen en el
espermatozoide localizados a nivel de la cabeza: acrosoma y envoltura

nuclear redundante (Mortimer, 2018).

Al Motilidad activada A2 Motilidad hiperactivada
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Figura 4: Cambios en el batido flagelar del espermatozoide. En medio no viscoso, se aprecia un espermatozoide con una
motilidad activada A1y en A2 uno con batido flagelar asimétrico de gran amplitud que no le permite avanzar. Sin embargo,
en medio viscoso A3 (como el del tracto reproductor femenino), un espermatozoide con motilidad hiperactivada puede
avanzar de forma progresiva. Esta hiperactivacion, permite que los espermatozoides se pueden separar del oviducto A4 y
avanzar hacia la dmpula (sitio de fertilizacion) para que se pueda llevar a cabo la penetracion del espermatozoide a través
de la zona pelicida (ZP) y las células del cimulos (A5). Tomada y adaptada de Darszon, 2011.

5. Aumento de pH intracelular: Durante el recorrido por el TGF, el
espermatozoide es expuesto a un pH alcalino el cual se caracteriza por
mayores concentraciones de HCOgs' el cual ocurre gracias al co-transportador
Na?*/HCOs .Dicho aumento de pH es importante ya que el canal de Ca?*
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CatSper, se activa en medio alcalino (Puga Molina etal., 2018). Se ha
sugerido que este incremento en el pH esta regulado por el canal de protones
voltaje dependiente (Hv) y por intercambiadores de Na*/K* expresados en el
espermatozoide (sNHE) (Figura 9). Estos canales son voltaje dependientes;
es decir, se activan gracias a cambios en el potencial de la membrana
plasmatica (Singh & Rajender, 2015).

6. Hiperpolarizacion de la membrana plasmatica: Existen dos mecanismos
principales para que esta hiperpolarizacion ocurra; disminucién de la
actividad de los canales de Na* y la activacién de los canales selectivos de
K* en donde participa el canal SLO (Ritagliati et al., 2018). En algunos
estudios se ha reportado que los espermatozoides no capacitados tienen un
potencial de membrana (Em) alrededor de -35 a -45 mV y aquellos
capacitados hasta -80 mV. De acuerdo con investigaciones previas, la
hiperpolarizacion se correlaciona con el incremento en las concentraciones

de Ca?* y de pHi. (Lopez-Gonzalez et al., 2014).

Una vez completado el proceso de capacitacién, los espermatozoides se

encuentran listos para llevar a cabo la reacciéon acrosomal (Zeginiadou et al., 2000).

2.4 Reaccion acrosomal

La RA es un proceso dependiente de Ca®* en donde se lleva a cabo el proceso de
exocitosis del acrosoma del espermatozoide necesario para la fertilizacion del 6vulo
(Georgadaki et al., 2016). Este proceso implica la fusidbn entre la membrana
plasmatica y la membrana acrosémica externa en la regién anterior de la cabeza

del espermatozoide (Mata-Martinez et al., 2018) (Figura 5).
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Figura 5: Reaccion acrosomal del espermatozoide. Se muestra la fusion de la membrana plasmdtica y la membrana
acrosomal que dan lugar a un acrosoma reaccionado. Tomada y adaptada de Wasarman, 1999 y Mata, 2018.

Hace un par de afos, se creia que las glucoproteinas de la zona pellcida eran
aquellas moléculas agonistas que desencadenaban una fertilizacién exitosa ya que
se pensaba que la RA ocurria cuando el espermatozoide se encontraba con estas
glicoproteinas (Gadella, 2010). Sin embargo, estudios recientes realizados en
espermatozoides de ratones, reportaron que la exocitosis acrosomal no sucede
cerca de la zona pellcida si no que una proporcion significativa de esta exocitosis
ocurre en los segmentos superiores del istmo oviductal (La Spina et al., 2016).
Estos resultados permiten hipotetizar que la zona pelucida podria no ser el principal
inductor de la RA in vivo, lo que refuerza la hipétesis de que la Pg podria ser la
molécula principal que desencadene la reaccidén acrosomal (Patrat et al., 2000) ya
que ésta es secretada por las células de la granulosa ovérica y de la masa del
cumulo que rodea al ovario asi como también es un factor importante del liquido
oviductal (Sumigama et al., 2015).

En un estudio realizado por Simons y colaboradores en el 2018, mediante un
modelo matematico, ellos proponen que la reaccién acrosomal depende de diversos
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mecanismos redudantes que propician a que exista un alto nivel de Ca?*, el cual se
requiere para que se lleve a cabo una reaccién acrosomal exitosa y por ende la
fertilizacion del ovocito (Simons & Fauci, 2018).

2.4.2 Evaluacion de la reacciéon acrosomal

Existen diversas técnicas que permiten la evaluacion de este evento en la célula
espermatica; sin embargo, Unicamente se mencionaran las dos que se emplearon

en este estudio:

2.4.2.1 Tincion con Azul de Coomassie

Es una tincion econdmica, practica y efectiva para la evaluacién del estado
acrosomal de espermatozoides en ganado, cerdo, conejo, ratones y humanos
(Brum et al., 2006; Giuliano & Fumuso, 2015; Larson & Miller, 1999).

Existen dos tipos de tincion de Azul de Coomassie: R-250 y G-250. Ambas son
formas quimicas de un compuesto de trifenilmetano disulfonado. La diferencia
estructural entre ellas radica en que la forma G-250 tiene dos grupos metilo adicional
en los dos anillos centrales inferiores de su estructura comparado con la R-250
como se muestra en la Figura 6 (Sigma-Aldrich Co., 2018). De acuerdo con
especificaciones en hojas técnicas, la tincion G-250 se emplea para determinar
proteinas en soluciones (interchim, 2022). Sin embargo, la tincion R-250 también se
ha empleado para determinar la RA (Jiang et al., 1998).
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Figura 6: Formas del colorante Azul de Coomassie. En el panel de la izquierda se muestra la forma R-250 y
en el panel de la derecha se muestra la forma G-250 la cual contiene 2 metilos adicionales. Tomada y
adaptada de Sigma-Aldrich Co, 2018.
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El colorante Azul de Coomassie posee grupos sulfénicos los cuales pueden unirse
a proteinas a través de interacciones ionicas entre el grupo sulfénico acido y el
grupo positivo amino de las proteinas asi como a través de interacciones de Van de
Waals (Bio-Imaging Systems, 2020; Thermo Fisher, Scientific, 2020).

Por lo tanto, la tincién Azul de Coomassie es capaz de tefiir los acrosomas intactos
en la region anterior de la cabeza del espermatozoide y aquellos que no presenten
la reaccion acrosomal, exhibiran ausencia de tincion o una tincion muy débil en la

regién del acrosoma (Figura 7) (Brum et al., 2006; Larson & Miller, 1999).

-

B N
A

Figura 7: Evaluacién del estado acrosomal con Azul de Coomassie. En la primera figura se observan espermatozoides de
llama. En A se puede apreciar un espermatozoide no reaccionado ya que presenta un color azul intenso en la region del
acrosoma. En B se observa una tincion débil que es el resultado de un espermatozoide que sufrié la reaccion acrosomal. En
la figura de en medio se observan espermatozoides de equino. En A se observa una coloracion intensa sobre el acrosoma
(espermatozoide no reaccionado) y en By C se muestran aquellos espermatozoides no tefiidos o con una tincion irregular
sobre el acrosoma. En la dltima figura se observan espermatozoides de conejo en donde se pueden distinguir aquellos
espermatozoides reaccionados (A) de los no reaccionados (B). Imdgenes tomadas de Giuliano & Fumuso, 2015, Brum et
al., 2006 y Mayren et al., 2012.

2.4.2.2 Tincion con FITC-PSA

La integridad de la membrana acrosomal puede evaluarse con diversas técnicas de
fluorescencia (Celeghini et al., 2010). Una de las mas empleadas es el uso de
marcadores glicoprotéicos como las lectinas (Celeghini et al., 2010). Las lectinas
son glicoproteinas que se unen de manera especifica a azucares ubicados en las
estructuras celulares (Cox et al., 1998).

Entre las lectinas, la mas comunmente utilizada es la aglutinina Pisum sativum
(PSA) la cual es capaz de reconocer los residuos de a-D-manosa, a-D-galactosa y
glucosamina de los glicoconjugados localizados en la matriz acrosomal por lo que
cuando se conjuga con un fluorocromo (molécula capaz de emitir fluorescencia al

ser excitada a cierta longitud de onda) puede identificar espermatozoides con el
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acrosoma dafnado o ausente (Cardona et al., 2006; Celeghini et al., 2010; Cox et al.,
1998).

Uno de los fluorocromos mas empleados es el colorante fluorescente isotiocianato
de fluoresceina (FITC) el cual es una molécula derivada de la fluoresceina que
pertenece al grupo de los colorantes de xanteno (EMD Millipore Corporation, 2017).
FITC se emplea para el marcaje de moléculas o anticuerpos (llamados también
conjugados) como inmunoglobulinas, lectinas, proteinas, acidos nucleicos, entre
otros (EMD Millipore Corporation, 2017).

La tincién FITC-PSA es una tincién negativa ya que cuando la aglutinina PSA se
une a FITC es capaz de marcar los acrosomas dafados de color verde; es decir,
esta tincidn permite determinar la desaparicion de la membrana plasmatica debido
a que cuando ocurre la reaccion acrosomal, ésta desaparece del dominio acrosomal
del espermatozoide (Figura 8) (Almeida et al., 2018; Cardona et al., 2006; Celeghini
et al., 2010).

Con el fin de querer conocer el estado acrosomal de un espermatozoide,
frecuentemente se emplea una tincién nuclear como el yoduro de propidio (Pl) que
sirve como una tincién espermatica de contraste, ya que la combinaciéon de ambas,
permiten una evaluacién eficaz, rapida y simple de la presencia o ausencia de la

membrana acrosomal (Cox et al., 1998).

Figura 8: Tincién FITC-PSA. Espermatozoides de cabra tefiidos con FITC-
PSA en donde una coloracion verde en la regién acrosémica indica un
espermatozoide que estd intacto (flechas amarilla) y aquellos que no
presentan fluorescencia son espermatozoides no reaccionados (flechas
rojas). Tomada de Reddy, 2018.
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Retomando lo que se menciond anteriormente, para que se pueda llevar a cabo la
RA, el Ca?* juega un papel fundamental. Dicha concentracion se encuentra regulada
mediante el canal CatSper y sus complejos que se describen a continuacion:

2.5 Canal de calcio de espermatozoide (CatSper)

CatSper es un canal catiénico especifico del espermatozoide selectivo de Ca?*,
debilmente dependiente de voltaje y sensible al pH intracelular alcalino el cual
promueve su activacion. Controla la entrada de iones cargados positivamente hacia
la célula espermaética; lo cual es esencial para la capacitacidon espermatica, RA y
por ende para la fertilidad masculina (Singh & Rajender, 2015; X. Sun et al., 2017).

Este canal se encuentra confinado en la pieza principal del flagelo del
espermatozoide. El influjo de Ca?* permite un aumento de Ca?* intracelular en la
célula espermédtica lo que produce un movimiento mas rapido y vigoroso de la
misma. Asi mismo, este canal es el Unico que se ha demostrado que es de vital
importancia para la motilidad espermatica hiperactivada, el desprendimiento del
espermatozoide del epitelio del tracto reproductor femenino, la penetracién del
ovocito y finalmente la fertilidad (Singh & Rajender, 2015).

2.5.1 Estructura y regulacién de CatSper

CatSper es un canal heterotetramérico dependiente de Ca?* y se encuentra formado
por 4 subunidades a que forman el poro del canal (CatSper 1, 2, 3 y 4) (Singh &
Rajender, 2015; Tamburrino et al., 2014). Ademas contiene 3 subunidades
auxiliares (CatSper B, CatSper y y CatSper 0) (Singh & Rajender, 2015) (Figura 9)
y muy recientemente se identificaron otras 2 subunidades (CatSper epsilon y
CatSper zeta) que co-localizan con el resto el complejo Catsper (Lishko &
Mannowetz, 2018a).

Cada una de las 4 subunidades a tiene 6 segmentos transmembranales en donde
se distinguen 2 dominios diferentes: el dominio sensible a voltaje y el dominio de
formacién de poro. Es de importancia mencionar que 4 de los 6 pases
transmembranales de estas subunidades contienen residuos de aminoacidos con
carga positiva, principalmente lisina y arginina (Singh & Rajender, 2015).
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El hecho de que participen diversas subunidades, hace que el canal sea complejo,
sin embargo se requiere de todas ellas para que el espermatozoide lleve a cabo su
coordinacion funcional la cual se basa en proporcionales a los espermatozoides una
motilidad hiperactivada y por lo tanto fertilidad (Tamburrino et al., 2014).

NCB CatSper sNHE Ca*ATPasa Hv1 SLO3 Intercambiador
Na'/Ca*

° .. Ca?*
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Na- @ ..
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Figura 9: Funcionamiento y regulacion de CatSper. Existen diversos canales (sSNHE, ATPasa y Hv1) que juegan un papel
importante en la regulacion de CatSper. El NCB importa iones bicarbonato que activan a la adenilato ciclasa soluble el cual
desencadena la via de sefializacion del AMPc que tendrd como consecuencia la activacion de Catsper. Todos estos canales
esquematizados se encuentran en la pieza principal del espermatozoide. Algunos de ellos se han localizado en otras partes del
espermatozoide; la calcio ATPasa y Catsper también se encuentra a nivel del acrosoma y de la membrana plasmdtica. NCB:
Intercambiador dependiente de Na* (CI/HCOs), CatSper: Canal de calcio del espermatozoide, sNHE: intercambiador Na*/H*,
Hv1: canal de hidrégeno dependiente de voltaje, SLO3: canal de K* especifico de espermatozoide, pH: potencial de hidrégeno,
ACs: adenilato ciclasa soluble, AMPc: adenosin monofosfato ciclico. Tomada y adaptada de Singh & Rajender, 2015 y Sun et al.,
2017.




Este canal ademéas de permitir la entrada de Ca?* al espermatozoide, también
permite el paso de cationes monovalentes (como el Na*y Cs*) o cationes divalentes
(como el Ba?*) en ausencia de cationes divalentes como el Ca?* (Singh & Rajender,
2015; X. Sun et al., 2017) lo cual es muy raro que ocurra ya que el Ca?* siempre se
encuentra presente de manera fisioldgica.

Ademas de CatSper, existen otros canales y bombas de iones como el
intercambiador dependiente de Na* (CI/HCO3") (NCB), el intercambador de Na*/H*
(sNHE), la ATPasa dependiente de Ca?*, el canal 1 de H* dependiente de voltaje
(Hv1), el canal de K* especifico de espermatozoide (SLO3) y el intercambiador de
Na*/Ca?* los cuales se han propuesto trabajar en conjunto con CatSper (Singh &
Rajender, 2015).

NCB

En el espermatozoide, el pH alcalino se logra mediante la actividad del
intercambiador dependiente de Na* (CI/HCOs"), (NCB por sus siglas en inglés Na*-
dependent (CI/HCO3) exchanger) el cual contribuye a la acumulacién de iones
bicarbonato para estimular a la adenilato ciclasa la cual ejerce un papel importante
en el incremento del adelinato monofosfato ciclico (AMPc) (Lishko & Kirichok, 2010).

sNHE

El intercambiador de Na*/H* (sNHE) (por sus siglas en inglés Sperm Nat*/H+
exchanger) actua a través de la adenilato ciclasa soluble (ACs) que se encarga
igualmente de generar AMPc en respuesta a estimulos fisiolégicos como el
bicarbonato. La elevacién del AMPc dependiente de ACs, facilita la entrada de Ca®*
dependiente de CatSper a través de la fosforilacién dependiente de la proteina
quinasa A (PKA). De hecho, en estudios previos con murinos se ha reportado que
cuando existe ausencia o deficiencia de la ACs, existe un fenotipo estéril (Esposito
et al., 2004; Xie et al., 2006).

En los espermatozoides, la actividad se ve suprimida cuando existe alta
concentracion de iones hidrogeno y baja concentracién de iones Ca?* a nivel
intracelular. De modo que, para que un espermatozoide se active, se requiere lo
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inverso; una elevacion de la [Ca?*]i y una reduccion de [H*]i, lo cual se media gracias
a las bombas de Ca?* e hidrégeno, respectivamente.

En el fagelo del espermatozoide se pueden diferenciar tres tipos de bombas de Ca?*
que permiten su regulacion:

e La bomba Ca?* ATPasa la cual se conoce por poseer efectos antagonistas
en la motilidad y en la capacidad de fertilizacion del espermatozoide ya que
se encuentra regulada por el Ca?* y por H* y permite la exportacién del Ca?*
fuera de la célula espermética.

e El intercambiador Na*/Ca?* el cual exporta 1 ion de Ca?* por cada 3 iones
importados de Na*. Este intercambiador es muy eficiente en ambos sentidos
ya que es uno de los encargados en regular la homeostasis del Ca?*.

e El canal CatSper el cual se describié anteriormente que permite el ingreso

de Ca?* dentro del espermatozoide.

La regulacién del pH intracelular del espermatozoide se encuentra controlado por el
canal de hidrogeno dependiente de voltaje (Hv1) (por sus siglas en inglés voltage-
gated H* channel 1) el cual se encuentra localizado en la pieza principal del
espermatozoide humano. Este canal se considera como el responsable de la
alcalinizacién intracelular lo cual involucra la expulsibn de iones H* del
espermatozoide (Lishko & Kirichok, 2010; Singh & Rajender, 2015).

La alcalinizacion intracelular en los espermatozoides tiene como finalidad la
activacion de Catsper para que exista la entrada de Ca?* en el flagelo del
espermatozoide lo cual causa una hiperactivacidn y preparacién para llevar a cabo

la reaccion acrosomal (Lishko & Kirichok, 2010).

SLO3

El canal de K* especifico de espermatozoide (SLOS) (por sus siglas en inglés sperm
specific K* channel), es un canal localizado en la pieza principal del flagelo del
espermatozoide. Es sensible al pH que se encuentra formado por 3 hélices
transmembranales que se encarga del proceso de hiperpolarizacion durante la
capacitacion que de igual manera, esta hiperpolarizacion, facilita la entrada de Ca?
mediante CatSper (Singh & Rajender, 2015).
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2.5.2 Expresion y localizacidn de los genes que codifican para CatSper

El complejo del canal CatSper se encuentra codificado por al menos siete genes
(Tabla 3). CatSper 1-3 son expresados exclusivamente en testiculos mientras que
CatSper 4 se expresa predominantemente en testiculos pero también tiene una
expresion débil en placenta y tejido pulmonar (X. Sun et al., 2017).

Tabla 3: Gen y localizacion de Catsper. Se muestran el cromosoma, exén y residuo de aminodcido de las 4 subunidades o
(CatSper 1-4) y las 3 subunidades auxiliares (8,y y 6).

Nombre del gen Cromosoma  Exén Aminoacido
Catsper 1 11913.1 12 780
Catsper 2 15015.3 14 530

Catsper 3 50931.1 8 344

Catsper 4 1p36.11 11 472

Catsper 3 14032.12 27 1116
Catspery 199g13.2 36 1159
Catsper & 19p13.3 25 798

2.5.3 Estimulos fisiologicos reguladores de CatSper

Existen diversas sefales quimicas vinculadas al proceso de la fertilizacion que
involucran la accion del canal CatSper tales como, nucleétidos ciclicos (AMPc,
GMPc), las glicoproteinas de la zona pellcida, albumina sérica bovina (BSA), pH
alcalino (X. Sun et al., 2017), el liquido folicular, las prostaglandinas y hormonas
esteroides (Pg, T, HC, estrégeno y sulfato de pregnenolona) (Brenker et al., 2012;
Lishko et al., 2011; Lishko & Mannowetz, 2018a).

2.5.4 CatSper y hormonas esteroideas

El sistema reproductor masculino se encuentra regulado por diversos componentes
enddcrinos. En términos generales, una hormona es una sefial quimica que

proporciona informacion entre los diferentes 6rganos del cuerpo.
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Existen 2 tipos de hormonas reproductivas:

e Hormonas peptidicas: Son aquellas que tienen naturaleza proteica y son
incapaces de ingresar a la célula por lo que su contacto con las células blanco
debe ocurrir a través de receptores que residen sobre la membrana
plasmatica. Dicho contacto hormona-receptor, dispara dentro de las células
blanco segundos mensajeros. Entre ellas se encuentran la hormona foliculo
estimulante (FHS) y la hormona luteinizante (LH) las cuales activan de
manera clasica a la adenosina monofosfato ciclico (AMPc) como segundo
mensajero ademas de la activacion de entrada de Ca?* a la célula, proteina
quinasa C, MAP cinasa y fosfoinositol-3-cinasa (PI3K) (l. Huhtaniemi, 2010).

e Hormonas esteroideas: Son fundamentales para el desarrollo, metabolismo,
inflamacién, homeostasis de iones y reproduccién. Estas son capaces de
atravesar las membranas celulares que actian sobre receptores nucleares;
es decir, son capaces de atravesar todo el organismo incluyendo el cerebro
pero soOlo actuan sobre células especificas. Dentro de estas hormonas se
encuentran la T, HC, estrogeno y Pg.

Los espermatozoides se encuentran expuestos a diferentes hormonas esteroideas;
desde su maduracién en el tracto reproductor masculino (T) hasta el viaje que
recorren por el TGF (estrogenos y Pg). Otra hormona esteroidea importante que se
produce en individuos de ambos sexos durante periodos de estrés es la HC
(cortisol). Esta hormona puede afectar también la funcion del espermatozoide ya
que los altos niveles de ésta, se encuentran relacionados con la infertilidad (Lishko
& Mannowetz, 2018a).
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2.5.4.1 Testosterona

La T es una hormona pleiotropica que tiene un peso molecular de 288.4 g/mol. Es

la hormona androgénica mas importante tanto en potencia como en cantidad ya que

OH de ella depende complementamente el sistema
H

®0

reproductor masculino por su participacion en el
desarrollo de los genitales masculinos desde el
utero y en la pubertad (Figura 10) (National
Center for Biotechnology Information. PubChem
Database, 2021b; Patel et al., 2019).

Figura 10: Estructura de la testosterona.
Esteroide derivado del ciclopentanoperhidro- 2.5.4.1.1 Sintesis de la testosterona
fenantreno. Contiene 19 carbonos, un doble
enlace entre C4 y C5, un dtomo de oxigeno en el
C3 y un radical OH en el C17. Su férmula es

CioH:50; Leydig que se encuentran ubicadas dentro de

La T es sintetizada y liberada por las células de

los tubulos seminiferos en el insterticio testicular (Luetjens & Weinbauer, 2011;
National Center for Biotechnology Information. PubChem Database, 2021b).

Las células de Leydig son la principal fuente de T y en hombres producen el 95%
de esta hormona circulante. Aproximadamente del 10-20% del area instersticial es
ocupada por las células de Leydig y los testiculos contienen mas o menos 200x10°6
células de Leydig. Se estima que la T producida por dia oscila alrededor de 6-7 mg
(Luetjens & Weinbauer, 2011).

La célula de Leydig resulta muy importante ya que es la Unica célula capaz de
expresar todas las enzimas necesarias para convertir el colesterol a T la cual puede
ser también metabolizada a dihidrotestosterona (DHT) o estradiol (Luetjens &
Weinbauer, 2011).

Debido a que las células de Leydig son incapaces de almacenar androgenos, la
biosintesis de estos ocurre de manera continua.

La sintesis de T (Figura 11) se encuentra regulada por el eje hipotalamo-pituitaria-
gonadal (HPG) y se resumen a continuacion (Ayaz & Howlett, 2015):

1. Liberacion de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH por sus siglas en
inglés Gonadotropin-releasing hormone) la cual se sintetiza y secreta gracias a las
neuronas ubicadas en el hipotalamo.
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2. Unién de la GnRH con sus receptores en la glandula pituitaria anterior lo cual
produce la sintesis y secrecion de la hormona luteinizante (LH por sus siglas en
inglés luteinizing hormone) al torrente sanguineo.

3. Unidn de la LH a sus receptores en las células de Leydig en los testiculos que
provoca la estimulacién de una proteina G, la Gs.

4. La proteina Gs activa la via de sefalizacion de la adenilato ciclasa, adenosin
monofosfato (AMPc) y proteina quinasa A (PKA).

5. Dicha via de sefalizacion promueve el transporte de colesterol a la mitocondria
a través de la proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR) y se incrementa la
activacién transcripcional de genes que codifican para las enzimas necesarias para
la sintesisde la T.

6. El colesterol es convertido a pregnenolona por la enzima citocromo P450 (CYP)
(CYP11A1) la cual escinde la cadena lateral del colesterol.

7. Una vez que la pregnenolona se ha formado, difunde al reticulo endoplasmico en
donde la sintesis de T se puede dar por las vias A4 y A5.

En la primera, la pregnenolona se convierte a Pg por la enzima deshidrogenasa 33-
hidroxiesteroide (HSD3[3). Posterior a ello, la enzima CYP17A1 convierte la Pg a
17a-hidroxiprogesterona gracias a una reaccion de hidroxilacién. Luego, mediante
una reaccion de lisis, éste ultimo sustrato se convierte a androstenediona para que
finalmente, mediante la enzima 3 deshidrogenasa 17(-hidroxiesteroide (HSD1733)
se forme la T.

En la segunda, la pregnenolona se convierte a 17a-hidroxipregnenolona mediante
la enzima CYP17A1 a través de una reaccién de hidroxilacidén. Luego, este sustrato
sufre una reaccién de lisis y se convierte a dehidroespiandrosterona (DHEA).
Posteriormente, el DHEA se convierte en androstenediona por la enzima HSD3.
Finalmente, la enzima HSD17B3 convierte a la androstenediona a T, aunque
también el DHEA puede convertirse a androstenediol por la HSD17B3 vy
transformarse en un ultimo paso a T por la enzima HSD3.

8. La T también se puede convertir en otro andrbgeno muy potente, la
dihidrotestosterona (DHT) por la 5a-reductasa.
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De manera adicional, la T puede convertirse al 17(-estradiol por la enzima
aromatasa. Esta via de sefalizacion ocurre en las células de Leydig en una minima
frecuencia. Sin embargo, la aromatasa se encuentra presente en diversos sitios
extra gonadales como tejido adiposo, hueso y cerebro en ambos sexos (Ayaz &
Howlett, 2015).
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Figura 11: Sintesis de la testosterona. La GnRH secretada por el hipotdlamo provoca la liberacion de la LH de la pituitaria.
La LH se une con sus receptores en la célula de Leydig y estimula a Gs que activa la via de sefializacion AMPc/PKA. La PKA
provoca el transporte del colesterol a la mitocondria e incrementa la transcripcion de genes involucrados con la sintesis de
T. El colesterol se convierte a pregnenolona y difunde a través del reticulo endopldsmico para seguir la via A4 o A5 hasta
convertirse en T por la HSD1736 o por la HSD386, respectivamente. Finalmente, la T puede convertirse a dihidrotestosterona
o a estradiol. GnRH: hormona liberadora de gonadotropina, LH: hormona luteinizante, G.P.A: gldndula pituitaria anterior,
AC: adenilato ciclasa, Gs: Tipo de proteina G, AMPc: adenosin monofosfato ciclico, ATP: adenosin trifosfato, PKA: proteina
quinasa A, CHE: colesterol éster hidrolasa, CYP: citocromo p450, HSD: deshidrogenasa hidroxiesteroide. Tomada y adaptada
de Ayaz & Howlett, 2015.
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2.5.4.1.2 Transporte de la testosterona

La T que se transporta por el plasma, puede ser dividida en tres fracciones: fraccion
unida a la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG), fraccién unida a la
albumina y fraccion libre (fraccion activa) (Gil & Martinez, 2010).

Esta se encuentra unida principalmente a la albimina o a la SHBG (producida en
los hepatocitos) (Luetjens & Weinbauer, 2011).

En los hombres, Unicamente el 2% de la T total circula de manera libre por la sangre
mientras que un 44% se encuentra unida al SHBG y un 54% a la albumina. Es de
importancia mencionar que la afinidad de uniéon de la T a la albumina es 100 veces
menor comparado con la SHBG. Sin embargo, dado que la concentracién de
albumina es mucho mayor que la de SHBG, la capacidad de union de ambas
proteinas por la T es muy similar (Luetjens & Weinbauer, 2011).

La T también es capaz de disociarse de las proteinas de unién; esto ocurre
principalmente en los capilares, ya que la interaccidn de las proteinas de unién con
el glicocalix endotelial lleva a una modificacion estructural del sitio de unién
hormonal y por consiguiente a un cambio en la afinidad. Como resultado, la T puede
viajar de manera libre y puede difundir libremente a las células blanco (Luetjens &
Weinbauer, 2011).

2.5.4.1.3 Regulacion de la testosterona

Como se menciond anteriormente, la T en adultos sanos se encuentra regulada por
el eje hipotalamo pituitario gonadal (HPG) el cual se explicara de manera mas
detallada en este apartado (Figura 12).
Los centros corticales superiores del cerebro, le indican al hipotalamo que secrete
la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) en forma de pulso; ésta a su vez
actia uniéndose a sus receptores especificos de membrana ubicados en la
superficie de las células hipofisiarias secretoras de las siguientes hormonas:
e Hormona foliculo estimulante (FSH): Estimula a las células germinales
(espermatogonias) para llevar a cabo la espermatogénesis. La FSH se une
a sus receptores en las células de Sertoli y estimula la via de segundo
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mensajero mediado por AMPc la cual es requerida para la produccién de
espermatidas (Sanderson, 2006).

e Hormona luteinizante (LH): Regula los niveles de T intratesticular de novo a
partir del colesterol mediante su unidn con el receptor en la membrana de la
célula de Leydig, la cual también activa a la via de senalizacion de AMPc.
(Patel et al., 2019; Sanderson, 2006).

Una vez que la T va en aumento, hay una regulacién negativa sobre los receptores
de andrégenos tanto en neuronas del hipotalamo como en la glandula pituitaria lo
que resulta en una inhibicién en la liberacién de GnRH, FHS y LH (Patel et al., 2019).
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Figura 12: Regulacion de la testosterona. Una vez que el hipotdlamo ha secretado la GnRH, estimula a la gldndula
pituitaria para liberar FSH y LH las cuales tienen sus receptores en las células de Sertoli y Leydig, respectivamente. Una
vez unidas, desencadenan el proceso de espermatogénesis o de sintesis de T. Cuando la T se incrementa en el torrente
sanguineo, el eje HPG, se retroalimenta se manera negativa inhibiendo su sintesis. GnRH: hormona liberadora de
gonadotropina, FSH: hormona foliculo estimulante, LH: hormona luteinizante. Tomada y adaptada de Patel., 2019.
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2.5.4.2 Hidrocortisona

La HC es el término farmacéutico que se refiere al cortisol que se produce en el
laboratorio, es decir, la forma sintética del cortisol. Es la principal hormona
glucocorticoide adrenal (corticoesteroidea) secretada en la zona fasciculada en la
corteza adrenal (Figura 13) (Hossain et al., 2019; Pan et al., 2018) la cual tiene un
peso molecular de 362.5 g/mol (National Center for Biotechnology Information.

PubChem Database, 2021a). Debido a la gran cantidad de receptores

° glucocorticoides, el cortisol puede afectar
OH

H
®0

diversos sistemas como el musculo-
esquelético, cardiovascular, respiratorio,
enddcrino, nervioso e inmunoldgico (Thau &

Sharma, 2020). Algunos ejemplos son el

o" control del estrés, niveles de glucosa
Figura 13: Estructura de la hidrocortisona. sanguinea, respuestas inflamatorias y presic')n

Esteroide derivado del ciclopentanoperhidro- . .,
fenantreno. Contiene 21 carbonos, un doble enlace arterial (Thau & Sharma, 2020) La prOdUCCIOn

entre C4 y C5, dos atomos de oxigeno en el C3y C19
y tres radicales OH en el C11, C17 y C21. Su férmula

es CaiH00s. (Hossain et al., 2019).

de cortisol en un dia es oscila entre 9.5-9.9 mg

2.5.4.2.1 Sintesis de la hidrocortisona

Los glucocorticoides adrenales son sintetizados y liberados en la zona fasciculada
de la corteza adrenal. En el caso del cortisol, igual que la T, es sintetizado a partir
del colesterol y se encuentra regulado gracias a las enzimas del CYP450 que
incluyen oxidasas y deshidrogenasas hidroxiesteroides (Ahmed etal., 2019;
Guerrero, 2017).

El primer paso de la sintesis tiene lugar en la mitocondria en donde el colesterol
pasa de la membrana externa a la interna gracias al transportador StAR. Una vez
que el colesterol se encuentra en la mitocondria, se convierte a pregnenolona por
accion de la CYP11A1 que corta la cadena lateral del colesterol.

Después, la pregnenolona sufre una hidroxilacion convirtiéndose a 17a-
hidroxipregnenolona por la enzima CYP17. Posteriormente, ésta se convierte a Pg
por la HSD-3pB para que luego, la enzima CYP21 dé lugar al 11-deoxicortisol. Luego,
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ultima hidroxilacién convirtiendo al 11-

la enzima 11B-hidroxilasa cataliza la

deoxicortisol a cortisol (Figura 14).
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Figura 14: Sintesis y regulacion de la hidrocortisona. La HC se encuentra regulada bajo el eje HPA el cual inicia por accién
del hipotdlamo (verde) que le da la sefial al NPV para secretar CRH. Esta estimula a la gldndula pituitaria (azul) para liberar
la ACTH que estimulard a la corteza adrenal (rojo) la cual tiene como finalidad liberar glucocorticoides. En este caso
particular, la sintesis del cortisol se lleva a cabo en la zona fasciculada de la corteza adrenal. Se sintetiza a partir del colesterol
el cual pasa a la mitocondria mediante el transportador StAR. Una vez alli, se convierte en pregnenolona por la enzima
CYP11A1. La pregnenolona se convierte a 17a (OH) pregnenolona gracias a la enzima CTP17. Después otra enzima (HSD-38),
convierte este sustrato en 17a (OH) Pg que posteriormente se convierte a 11-deoxicortisol. Todo lo anterior tiene lugar en el
reticulo endopldsmico. El 11-deoxicortisol se incorpora nuevamente a la mitocondria y mediante la enzima CYP11B1 se
convierte finalmente en cortisol. NPV: nucleo paraventricular, CRH: hormona liberadora de corticotropina, ACTH: hormona
adrenocorticotropa, StAR: proteina reguladora aguda esteroidogénica, CYP: citocromo p450, HSD: deshidrogenasa

hidroxiesteroidea. Tomada y adaptada de Ahmed et al., 2019.
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2.5.4.2.2 Transporte de la hidrocortisona

Alrededor del 90% del cortisol que se encuentra en el suero, circula unido a la
globulina de unién a cortisol (CBG por sus siglas en inglés cortisol-binding globulin),
5% a proteinas de unién genéricas (albumina y glicoproteina a-1) y el 5% restante
viaja de manera libre y se convierte en cortisona por la enzima 11 hidroxiesteroide
deshidrogenasa (11BHSD) tipo 2 que se expresa en tejidos blancos selectivos de

aldosterona (nefrona distal, colon, glandulas salivales y piel) (Blair et al., 2017).

2.5.4.2.3 Regulacion de la hidrocortisona

El cortisol se encuentra regulado de acuerdo con el ritmo circadiano; los niveles de
esta hormona comienzan a incrementar alrededor de las 02:00-04:00 am y presenta
un pico poco después de que los individuos despierten. Posterior a esto, disminuye
a lo largo del dia para alcanzar su punto mas bajo durante la noche (Blair et al.,
2017).

El cortisol se encuentra bajo el mando del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) y
tiene efecto a nivel de todos los tejidos y procesos del organismo (Wester & van
Rossum, 2015).

La produccidn se inicia en el hipotalamo, la hormona liberadora de corticotropina
(CRH) es secretada del nucleo supraquiasmatico del hipotalamo (Hossain et al.,
2019). Luego, la CRH estimula la glandula pituitaria anterior para liberar la hormona
adrenocorticotropa (ACTH), la cual es una hormona que estimula la corteza adrenal
para liberar glucocorticoides como el cortisol. El eje HPA es una sistema de
retroalimentacion negativa en donde si existe presencial del cortisol, la produccion
de CRH y ACTH se inhiben (Thau & Sharma, 2020) (Figura 14).

Las glandulas adrenales se encuentran ubicadas en la parte superior de los rifiones;
estan compuestas de una medula interna y corteza externa. La corteza externa es
responsable de la produccién de hormonas esteroideas como mineralocorticoides,
glucocorticoides y hormonas sexuales. La corteza estd compuesta de tres capas, la
zona glomerulosa, zona fasciculada y la zona reticular. La zona fasciculada es
responsable de producir cortisol (Thau & Sharma, 2020; Wester & van Rossum,
2015).
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2.5.4.3 Testosterona, hidrocortisona y su relacion con CatSper

Actualmente, existe poca informacion sobre el impacto que tienen las hormonas
esteroideas sobre CatSper.

Con respecto a dicha asociacion, Mannowetz y col, realizaron un estudio en el 2017
mediante electrofisiologia con el objetivo de explorar la influencia de diversas
hormonas esteroideas como la T, estrégeno e HC sobre la activacion de CatSper.
Este grupo de investigacién encontrd que estas tres hormonas no activan a CatSper
si no que reducen o previenen su activacion por Pg (Mannowetz et al., 2017).

En el caso de la T e HC, los efectos fueron mas fuertes con una inhibicién
significativa de CatSper mediado por Pg; estos efectos fueron reflejados empleando

concentraciones fisioldgicas de dichas hormonas esteroideas (1uM) (Figura 15).
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Figura 15: Efecto de hormonas esteroideas sobre la activacion de CatSper. La exposicion a T e HC
1 UM previenen la activacion de CatSper por Pg. Tomada de Mannowetz y col. 2017.

Una de las hipétesis que este grupo de investigacidn propone, es que la T es capaz
de unirse con mucha mayor afinidad que la Pg a una enzima de CatSper llamada
proteina 2 contenedora de dominio a/B hidrolasa (ABHDZ2). Esta enzima se encarga
de degradar al 2-araquidonoilglicerol (2-AG), el cual es un inhibor endégeno de
CatSper que depende de la Pg. De esta manera, si se unala T a ABHD2, el inhibidor
2-AG no podra ser degradado por lo que inhibiria la activacion de CatSper
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(Mannowetz et al., 2017; Rahban & Nef, 2020). Los mecanismos farmacolégicos de

unién de esteroides a esta enzima alun se desconocen (Jeschke et al., 2021).

Membrane hyperpolarization
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Figura 16: Activacién/inhibicién de CatSper: Para que pueda ocurrir la activacion de CatSper, se requieren diversos
eventos: a) hiperpolarizacion de la membrana, b) pH alcalino, c) Pg. Una vez que el espermatozoide se encuentra cerca del
sitio de fertilizacion, el canal de sodio TRPV4 (también conocido como DSper) se activa ya que la temperatura incrementa
y esto provoca una despolarizacion de la membrana seguido de un eflujo de Na*. En consecuencia, se activardn los canales
Hv1y CatSper lo que producird una expulsion de iones protones a través de Hv1 asi como la activacion de CatSper gracias
al medio alcalino intracelular. De forma paralela, la Pg se unird al ABHD2 provocando que el inhibidor de CatSper 2-AG sea
liberado para finalmente promover el influjo de Ca?* a través de CatSper y el eflujo de K* por el canal Slo3 (también conocido
como KSper). Dicho influjo de calcio serd capaz de inducir la motilidad hiperactivada y eflujo de K* que finalmente producird
una hiperpolarizacion de la membrana y una regulacion de CatSper mediante retroalimentacion negativa (Tomada de
Rahban & Nef, 2020).

Segun el estudio realizado por Mannowetz y col., para que se lleve a cabo la
activacion de CatSper, se requiere una concentracion minima de Pg de 10 pM,
siendo su concentracion efectiva media de 7.7 nM, mientras que la concentracion
sérica de Pg en un hombre es alrededor de 2 nM (Lishko et al., 2011). Dicha
hormona fue capaz de bloquear la activacion de Catsper incluso en presencia de

una concentracion menor (1 uM) la cual se encuentra dentro de los parametros
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fisioldgicos (Mannowetz etal., 2017) ya que la T plasmatica alcanza una
concentracion de 2 uM (Schwartz et al., 1980).

Los resultados de este grupo de investigacion permiten hipotetizar que las altas
concentraciones de T en el TGM impiden la activacién de CatSper de tal manera
que, la T podria funcionar como un factor anti-capacitante. Una vez removida esta
T por la albumina en el TGF se permitiria la activacion del canal (Mannowetz et al.,
2017).

Sin embargo, podrian existir también niveles elevados de T en la mujer; estos se
asocian con el sindrome de ovario poliquistico el cual afecta del 5-8% de las mujeres
en edades reproductivas. Este sindrome se caracteriza por presentar un desbalance
hormonal como la sobreproduccion de T e HC las cuales prevalecen sobre las
hormonas femeninas estrégenos y Pg.

Dicho desbalance, produce una ovulacién deteriorada e infertilidad en
aproxidamente el 50% de las mujeres con este sindrome. De alli, que sea posible
que los niveles elevados de hormonas androgénicas e HC en al TGF puedan
impactar de manera sinérgica deteriorando la funcion de CatSper; es decir, se veria
afectada la motilidad hiperactivada y por lo tanto, la progesion de los
espermatozoides hacia las trompas de Falopio para producir la fertilizacién (Lishko
& Mannowetz, 2018a).

Por el contrario, un estudio realizado por Brenker y col. y recientemente por Rehfeld,
difieren en la mayor parte de los resultados obtenidos por Mannowetz y col. Este
grupo de investigacion reporté que estas tres hormonas (P, T e HC) aumentan las
corrientes de CatSper y estimulan el influjo de Ca?* mediante Catsper a pesar de su
diferencia en potencia y eficacia (Figura 16) (Brenker et al., 2018; Rehfeld, 2020).
Ademas, encontraron que en lugar de ser antagonistas de Catsper, estas hormonas
tienen el efecto contrario sobre el canal, ya que inclusive la aplicacion de estas
hormonas en conjunto con la Pg no antagonizan su efecto (Figura 17) (Brenker
et al., 2018; Rehfeld, 2020).
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Figura 17: Efecto de hormonas esteroideas sobre la activacion de CatSper.

La T e HC aumentan las corrientes de CatSper a pesar de su diferencia en potencia y eficacia. Por lo tanto, estas hormonas
tienen un efecto agonista sobre CatSper incluso en la aplicacion conjunta de estas hormonas mds la Pg. Tomada de Brenker
y col. 2018.
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Figura 18: Efecto de hormonas esteroideas sobre la activacion de CatSper.

La T e HC aumentan las corrientes de CatSper a pesar de su diferencia en
potencia y eficacia. Por lo tanto, estas hormonas tienen un efecto agonista sobre
CatSper incluso en la aplicacion conjunta de estas hormonas mds la Pg. Tomada
de Rehfeld, 2020.

A pesar de la controversia entre resultados, es importante destacar que dentro de
las clinicas de reproduccion, no se realizan mediciones de cortisol. Sin embargo, se
ha reportado un incremento en los niveles de estrés de aquellas parejas que se
encuentran bajo tratamientos de fertilidad; por lo que podria ser un punto importante
para valorar (Lamprou et al., 2021).
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2.6 JUSTIFICACION

Mundialmente el 15% de las parejas presentan problemas de infertilidad. De este
15%, el 30% de los casos se deben a factores masculinos y otro 30% se atribuye a
causas desconocidas.

Para que pueda ocurrir una fecundacion, el espermatozoide debe atravesar por los
procesos de capacitacion y reaccion acrosomal en los cuales interviene CatSper ya
qgue media la hiperactivacion flagelar, aumento de Ca2?* intracelular, reaccion
acrosomal, entre otros.

La Pg es una de las principales hormonas que induce la activacion de CatSper. Al
ser ésta una hormona esteroidea, es importante conocer qué efecto tienen otras
hormonas de caracter esteroideo como la T y la HC sobre Catsper ya que podrian
estar jugando un papel crucial en la infertilidad atribuida a ambos sexos.
Actualmente, existe una gran controversia acerca de como las hormonas
esteroideas impactan en el funcionamiento de CatSper. Recientemente, algunos
grupos de investigacién obtuvieron resultados en su mayoria contradictorios por lo
gue es necesario realizar mas investigacion.

Ademas, es relevante mencionar que estos estudios no realizaron la cuantificacién
de la reaccién acrosomal, cuyo proceso que es necesario para que la fertilizacién

del évulo pueda llevarse a cabo.

2.7 HIPOTESIS

La testosterona y la hidrocortisona inhibiran por si solas la reaccién acrosomal del

espermatozoide humano.

2.8 OBJETIVOS

2.8.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la testosterona e hidrocortisona sobre la reacciéon acrosomal

del espermatozoide humano.
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2.8.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar los porcentajes de reaccion acrosomal espontdnea en
espermatozoides de humano incubados con diferentes concentraciones de
testosterona e hidrocortisona.

2. Determinar los porcentajes de reaccion acrosomal inducida por progesterona
en el espermatozoide de humano incubado con diferentes concentraciones
de testosterona e hidrocortisona durante y después de la capacitacion.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1 Diseho

Este estudio fue de tipo transversal, exploratorio, cuantitativo.

3.2 Definicion de universo

Participantes del sexo masculino entre 18 a 45 afios que cumplieran con los

parametros de calidad de la OMS y que desearan participar en el estudio.

3.3 Tamano de la muestra

Se incluy6 un tamano de muestra de 49 participantes.

3.4 Criterios de seleccion de participantes

3.4.1 Criterios de inclusion

e Hombres entre 18 a 45 afos que cumplieran con los parametros de calidad
de la OMS.
¢ Que presentaran de 2 a 7 dias de abstinencia sexual.

3.4.2 Criterios de exclusion

e Que presentaran dependencia a cualquier sustancia.

¢ Que padecieran enfermedades de transmision sexual.

52

——
| —



¢ Que presentaran alguna infeccion en los ultimos 3 meses.

e Que se realizaran la vasectomia.

3.4.3 Criterios de eliminacion

e Que no cumplieran con los criterios para ingresar en el estudio.
¢ Que no firmaran el consentimiento informado.

¢ Que desearon abandonar el estudio.

3.5 Reclutamiento de participantes

Se realizd una invitacion dirigida a todos los hombres entre 18 a 45 afos que
desearan participar en la investigacion la cual se llevé a cabo en instalaciones de la
Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Querétaro (FMUAQ).

Se le explico al participante la naturaleza del estudio y se resolvi6é cualquier duda
que tuviera.

En caso de que el participante decidiera participar en el estudio, se le entregd una
carta de consentimiento informado (Anexo 1) en donde se establecieron de manera
detallada todos los requisitos necesarios para ingresar al estudio, asi como todos

los procedimientos a realizar durante el transcurso de este.

3.6 Recoleccion de la muestra

Se solicité a los participantes presentar una abstinencia sexual de 2 a 7 dias para
la donacién de una muestra de semen. La muestra se recolect6 en un frasco estéril
que se le proporcioné al participante; se dieron indicaciones sobre el transporte de

la muestra a las instalaciones de la Facultad de Medicina, UAQ.

3.7 Analisis macroscoépico

Se realizd un espermiograma de la muestra para determinar parametros como el

color, volumen, viscosidad y pH de acuerdo con los lineamientos de la OMS.
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Para realizar la determinacion de éstos, la muestra obtenida se almacené en una
incubadora durante 30 minutos para que se llevara a cabo el proceso de
licuefaccion.

Para determinar el color de la muestra, se levanté el frasco en donde se encontraba
contenida la muestra. Después, con ayuda de una pipeta estéril de 5 ml, se aspiré
la muestra para medir el volumen y se dejaron caer algunas gotas de esta para
determinar la viscosidad.

Finalmente, para conocer el pH, se colocd una pequena gota de muestra sobre una
tira reactiva de pH y luego de 20 segundos se compar6 con los colores indicados

segun el proveedor.

3.8 Analisis microscoépico

Asi mismo, se realizd el conteo de parametros microscépicos como motilidad,
concentracion espermatica y morfologia de acuerdo con los lineamientos de la
OMS; es decir, que la célula espermatica presente una cabeza y cola normales:

v La cabeza debe ser lisa, con contorno regular y de forma ovalada.

v La regién acrosomal debe comprender entre el 40 al 70% de la cabeza y no
debe presentar vacuolas que ocupen mas del 20% de la cabeza. Asi mismo,
la region post-acrosémica no debe contener vacuolas.

v' La pieza media debe ser aproximadamente de la misma longitud que la
cabeza y debera estar alineada con el eje principal de la cabeza del
espermatozoide.

v La pieza principal debe ser mas delgada que la pieza intermedia; puede
enrollarse sobre si misma siempre y cuando no exista un angulo agudo que

indique una ruptura flagelar.

Para cuantificar la motilidad de los espermatozoides, la muestra se mezclé y se
colocaron 10 pl de la muestra en un portaobjetos con su cubreobjetos
correspondiente (22 mm x 22 mm).

El portaobjetos se observd al microscopio y se determind en 200 células
espermaticas el tipo de motilidad:
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e Motilidad progresiva (tienen un movimiento activo)

e Motilidad no progresiva (tienen un movimiento, pero no tienen una

progresion)

e Inmoviles (no tienen movimiento)

Para determinar la concentracion de espermatozoides, con el mismo portaobjetos
utilizado anteriormente, se cuantifico el numero de espermatozoides en un solo
campo.

Posterior a ello, se emple6 una camara de Neubauer la cual se limpié con alcohol
al 70% y un kimwipe y se humedeci6 la superficie de la camara para una mejor
capilaridad.

Se cubri6 la camara de Neubauer con su cubreobjetos correspondiente y
dependiendo del nimero de espermatozoides contados, se realizd la dilucién
correspondiente:

e <101 células = 1:20 (50 pl de muestra (ORIGINAL) + 950 ul de fijativo)

e 16 —100 células = 1:5 (50 ul de muestra (ORIGINAL) + 200 pl de fijativo)

e 2—15células = 1:2 (50 ul de muestra (ORIGINAL) + 50 pl de fijativo)
Después, con ayuda de una pipeta, se resuspendio la mezcla con un minimo de 10
veces y se colocaron 10 pl de la mezcla en la camara de Neubauer. Se dejoé reposar
durante 5 minutos y se observé al microscopio en 40X para contar 200 células
espermaticas en filas. Una vez contados, se aplico la siguiente férmula para obtener

la concentracion de espermatozoides:

# de espermatozoides 1

¥ de filas X >0 x Factor de dilucion x 1x10° x ml obtenidos de la muestra

Finalmente, para determinar la morfologia de los espermatozoides, se colocaron 20
ul de la muestra en la orilla de un portaobjetos para realizar un frotis; esto con la
ayuda de un cubreobjetos arrastrando la gota de muestra en un angulo de 45°. Se
dejé secar a temperatura ambiente. Posteriormente, el cubreobjetos se sumergio en
las siguientes soluciones:

1. Metanol durante 15 segundos para fijar la muestra.
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2. Eosina durante 10 segundos.
3. Hematoxilina durante 5 segundos.
Se elimin6 el exceso de tincién con un chorro de agua y se dejaron secar las

laminillas a temperatura ambiente.

3.9 Preparacién de la muestra de espermatozoides por método de “Swim up”

Las muestras se sometieron a un proceso de licuefaccion dentro de una incubadora
por 30 minutos a 37°C con CO2al 5% y aire al 95%.
Posterior a ello, se realizé la separacion de espermatozoides métiles por el método
“swim up” en donde la totalidad de la muestra de semen se colocé dentro de un tubo
Falcon a 45° de inclinacion. Se agregd medio HAM’S F-10 suplementado con 5
mg/ml de albumina sérica bovina (BSA) en una relacion 1:1 con respecto a la
muestra y se incub6 durante 1 hora con las mismas condiciones establecidas
anteriormente (Figura 19).
Después se extrajo la fase superior y se colocaron 10 pl en un portaobjetos para
realizar el conteo de ceélulas maétiles en el microscopio en un solo campo.
Dependiendo del numero de espermatozoides, se realiz6 la dilucién
correspondiente para ajustar dicha concentracion a 1x107 células/ml con medio
HAM'’s suplementado.

e <101 células = 1:20 (50 pl de muestra + 950 pl de fijativo)

e 16 —100 células = 1:5 (50 ul de muestra + 200 pl de fijativo)

e 2—15células = 1:2 (50 pl de muestra + 50 pl de fijativo).

Medio HAM’s
suplementado

Medio HAM’s
suplementado con células
espermaticas motiles

Semen con células no
motiles

Figura 19: Método Swim up. Se afiade a la muestra medio HAM'’s suplementado con la finalidad de que los espermatozoides
mdtiles migren hacia la fase superior del medio después de incubar durante 1 hora.

Muestra de
semen licuada
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Una vez ajustada la concentracion espermatica, las muestras fueron procesadas
con distintos tratamientos como se explica a continuacién en la Tabla 4:

Tabla 4: Tratamiento de muestras con la técnica Azul de Coomassie. Se emplearon 4 tratamientos para explorar el
efecto de T e HC sobre la reaccion acrosomal espontdnea e inducida por Pg.

Técnica Tratamiento Procesamiento

Cada muestra fue dividida en 2:
1. Las muestras se capacitaron durante 3 horas y
posteriormente se agregd6 HC o T durante 30
1 minutos (RA espontanea).
2. Las muestras se capacitaron durante 3 horas y
posteriormente se agregé HC o T mas Pg durante
30 minutos (RA inducida).
Azul de
Coomassie
Cada muestra fue dividida en 2:
1. Las muestras se capacitaron en presencia de T o
2 HC durante 3 horas (RA espontanea).
2. Las muestras se capacitaron en presencia de T o
HC durante 3 horas y posteriormente se afiadié Pg
durante 30 minutos (RA inducida).

Con la finalidad de conocer si los tiempos de incubacion con HC afectan la RA, se realizaron los
siguientes experimentos:

Cada muestra fue dividida en 2:

1. Las muestras se capacitaron durante 2h vy

posteriormente se agregé HC durante 1h (RA
FITC-PSA 3 espontanea).

2. Las muestras se capacitaron durante 2h,
posteriormente se agregé HC durante 1h vy
finalmente se incubaron con Pg durante 30 min (RA
inducida).

Las concentraciones de T utilizadas en los diferentes experimentos fueron 0.03, 0.1,
0.3, 0.5, 1,3y 10 uM y en cuanto a la HC se emplearon concentraciones de
0.01,0.1,1,5,10,15,30 y 100 uM. Dichas concentraciones fueron seleccionadas de

acuerdo con las concentraciones fisioldégicas que han sido reportadas previamente
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en liquido folicular tanto para T (Costa et al., 2004; Fuentes et al., 2019; Li et al.,
2018; Yang et al., 2015) asi como para cortisol (Andersen, 2002; Fateh et al., 1989;
Jimena et al., 1992; Lewicka et al., 2003; Mantzavinos et al., 1997). Ademas, se
tomaron en cuenta las concentraciones que han sido empleadas en experimentos
realizados con hormonas sintéticas (Brenker et al., 2018; Mannowetz et al., 2017;
Rehfeld, 2020).

Cada muestra se corrid con sus respectivos controles positivo (Pg 20 uM) y negativo
(DMSO para HC y medio HAM'’s para T).

3.11 Induccion de la reaccion acrosomal

Una vez que los espermatozoides completaron el proceso de capacitacién en
ausencia o presencia de T o HC, se indujo la reaccion acrosomal mediante Pg segun

el grupo experimental como se indicé anteriormente.

3.12 Reaccion acrosomal tenida con Azul de Coomassie

Las muestras de espermatozoides de los tratamiento 1-4 se fijaron con metanol para
posteriormente centrifugar a 3500 rpm durante 4 minutos. Se elimind el
sobrenadante y se resuspendié en 400 ul de PBS.

Se colocaron 50 ul en cada portaobjeto y se extendié la muestra con ayuda de un
cubreobjetos.

Se incubaron estas laminillas con la tincion de Azul de Coomassie durante 2
minutos, se elimind el exceso con agua por la parte de atras del portaobjetos y
finalmente se dejaron secar a temperatura ambiente para observar en 100X (Figura
19).
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Figura 20: Reaccién acrosomal con Azul de
Coomassie. Una coloracion azul muy tenue en la
zona del acrosoma se considera reaccionado (flecha
morada). Cuando el espermatozoide presenta una
coloracion intensa en la cabeza se considera no
reaccionado (flecha amarilla).

\ao

3.13 Reaccion acrosomal teinida con FITC-PSA

Una vez realizada la técnica de swim up, los espermatozoides se capacitaron de
forma normal durante 3 horas. Después, se agregaron las hormonas (T o HC)
durante 2 horas y finalmente, se adicion6 Pg durante 1 hora.

Los espermatozoides se centrifugaron a 3500 rpm durante 4 minutos, se retird el
sobrenadante y se agregaron 200 ul de metanol frio (-20°C). Luego, las muestras
se colocaron en un vortex de 5 a 10 seg. Posteriormente, se colocaron en hielo
durante 1 minuto, se resuspendieron y se colocaron 50 pl de muestra en su
respectivo portaobjetos colocandolos sobre una plancha a 37°C. Se agregaron 20
pl de Pisum sativum acoplada a isotiocianato de fluoresceina (FITC-PSA) (dil. 1:100,
PBS-FITC-PSA, pH 7.4) y se hizo un barrido de la tincion con ayuda de un
cubreobjetos (protegido de la luz). Los frotis se colocaron sobre una camara humeda
durante 25 minutos. Se lavé el exceso de tincion con agua destilada y se dejaron
secar y se evaluo el estado acrosomico de al menos 200 células empleando un
microscopio de fluorescencia con un objetivo de 100x y aceite de inmersion (Figura
20). Los resultados se expresaron como porcentajes del total de células evaluadas.
Las células incubadas con el vehiculo (DMSQO) se emplearon como controles
negativos y las células incubadas con 20 yM de Pg se usaron como controles

positivos.
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Figura 21: Reaccion acrosomal con FITC-PSA.
Aquellos espermatozoides que no presentan
fluorescencia en la cabeza son reaccionados (flecha
morada) y aquellos que presentan fluorescencia en
el segmento ecuatorial o en la cabeza se consideran
no reaccionados (flecha amarilla).

3.14 Pruebas estadisticas

Se realizd una estadistica descriptiva de los datos obtenidos y se determiné la
distribucién de éstos mediante la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Una vez
obtenida la distribucion, se emplearon las pruebas de comparaciéon multiple de
ANOVA de una via y Kruskal-Wallis y posteriormente las pruebas post hoc de Tukey
o Dunn. Los porcentajes de RA fueron normalizados; se tom6 como 100% el valor
mas alto de RA.

Se trabajé con una p<0.05 y un indice de confianza del 95%.

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante el programa GraphPad Prism v6.01.
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados de espermiogramas

Se evaluaron 43 hombres con una edad promedio de 24.311£4.78. En |la Tabla 5 se

muestran los resultados obtenidos de los espermiogramas realizados. Todos los

participantes obtuvieron resultados dentro de
espermatica establecidos en el manual de la OMS.

Tabla 5: Resultados de espermiogramas

los parametros de calidad

Total T HC
(n=43) (n=14) (n=29)
Parametros macroscépicos
e Abstinencia (dias) 3.36+1.49 3.14+1.40 3.45+1.54
e Color Blanco opalescente
e Volumen (ml) 2.48+1.64 2.65+1.75 2.41+1.61
e pH 8.28+0.50 8.21+0.57 8.31+0.47
e Viscosidad (cm) <2
Parametros microscopicos
e Concentracion espermatica 129.9+114.4 106.94+94.56 139.0+121.4
(millones/ml)
e Motilidad progresiva (%) 66.91+15.75 61.75+18.37 68.97+14.34
e Motilidad no progresiva (%) 13.94+10.02 15.79+10.29 13.2049.96
e Motilidad total (%) 80.8519.87 77.54114.51 82.17+7.13
e Inmovilidad (%) 18.08+9.80 20.11+14.38 17.27+7.36
Parametros morfoldgicos
e Morfologia normal 9.5% 8% 11%

Resultados de espermiogramas expresados en promedio£SD.
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4.2 Resultados de reaccion acrosomal con Azul de Coomassie

6.2.1. Testosterona

Con la finalidad de explorar el efecto de la T sobre la reaccion acrosomal, las
muestras de cada donador fueron dividas en dos experimentos; uno en el que se
incubé la muestra unicamente con T para cuantificar reaccion acrosomal
espontanea y otro en donde se incubo en conjunto T y Pg para cuantificar reaccion
acrosomal inducida. Cada muestra incluyé un control positivo y un control negativo

empleando Pg 20 uM y medio HAM'’s suplementado, respectivamente.

En aquellas muestras capacitadas durante 3h y posteriormente incubadas 30 min
con T, no se encontré ninguna diferencia significativa en los porcentajes de RA entre
las diferentes concentraciones de T (Figura 22A). Sin embargo, en las muestras
capacitadas durante 3h que posteriormente fueron incubadas en presenciade Ty
Pg durante 30 min, se observaron diferencias significativas en los porcentajes de
RA entre 1 uM (p<0.01) y 10 uM (p<0.05) con respecto al control positivo (Figura
22B).

Se realizaron experimentos adicionales para observar si los porcentajes de RA
cambiaban si las células espermaticas se capacitaban en presencia de T vy
observamos una diferencia significativa entre el porcentaje de RA espontanea
empleando una concentracion de T de 0.1 uM comparada con el control negativo
(p<0.05) (Figura 22C). Similar a lo que ocurre en los experimentos anteriores, a
bajas concentraciones de T (0.03 M, 0.1 uM y 0.3 uM), la RA inducida por Pg
aumenta y a partir de 0.3 uM la RA disminuye cuando las células espermaticas se

capacitan en presencia de T y Pg (Figura 22D).
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Capacitacion (3 h) + T (30 min) Capacitacion (3 h)+ Ty Pg (30 min)
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Figura 22: La T inhibe la RA inducida por Pg en concentraciones a partir de 0.3 UM en espermatozoide humano.
Porcentajes de RA espontdnea e inducida por Pg en muestras capacitadas en ausencia y presencia de testosterona. A) RA
observada en células espermdticas capacitadas durante 3h y luego incubadas con diferentes concentraciones de T durante
30 min. B) RA inducida por Pg 20 UM observada en células espermdticas capacitadas durante 3h 'y luego incubadas con
diferentes concentraciones de Ty Pg 20 uM durante 30 min. C) RA espontdnea en células espermdticas capacitadas en
presencia de diferentes concentraciones de T durante 3h. D) RA inducida por Pg en células espermdticas capacitadas en
presencia de diferentes concentraciones de T durante 3h y posteriormente incubadas con Pg 20 UM durante 30 min. (n
donadores= 14; n muestras=28). Los valores fueron normalizados tomando en cuenta el valor mds alto del control positivo
(Pg). Comparaciones muiltiples analizadas con ANOVA de una via, Kruskal-Wallis y pruebas post hoc de Tukey o Dunn,
respectivamente. **p<0.01, *p<0.05.
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Tabla 6: Promedios de RA espontdnea e inducida generadas por diferentes concentraciones de T en células
espermdticas.

Concentracion RA espontanea: RA inducida: RA RA inducida:
de T (uM) Capacitacion (3 h)  Capacitacion espontanea: Capacitacion
+ T (30 min) (%) (3h)+ Ty Pg Capacitacion conT(3h)+
(30 min) (%) conT (3 h) (%) Pg (30 min) (%)
0.03 19.01 37.11 26.79 33.93
0.1 23.77 30.43 35.71 37.50
0.3 27.57 25.40 25 44.64
0.5 27.59 20.91 30.36 30.36
1 33.27 15.21 23.21 21.43
3 32.37 31.40 26.79 30.36
10 31.40 20.91 12.50 19.64

Tabla 7: RA neta generada por diferentes concentraciones de T en células espermdticas.

Concentracion RA neta = RA inducida - RA espontanea
de T (uM) Capacitaciéon (3 h) + Ty Pg (30 min) - | Capacitacion con T (3 h) + Pg (30
Capacitacién (3 h) + T (30 min) (%) min) = Capacitacion con T (3 h) (%)

0.03 18.10 714

0.1 6.66 1.79

0.3 -2.17 19.64

0.5 -6.67 0

1 -18.06 -1.79

3 -0.97 3.57

10 -10.49 714

Mediante estos experimentos se observd que la T por si sola es capaz de inducir
RA (espontanea) Cuando las células espermaticas son capacitadas de forma
normal durante 3 h y posteriormente se agrega T durante 30 min, el porcentaje de
RA espontanea tiende a aumentar a medida que la concentracion de T es mayor.
Ademas, en la Tabla 6 se observa que cuando las células espermaticas son
capacitadas de forma normal durante 3 h y posteriormente se incuban con T y Pg
durante 30 min, la RA inducida por Pg es menor que la RA espontanea a partir de
0.3 UM de T; es decir, la RA neta muestra valores negativos a partir de dicha
concentracion (Tabla 7).

En la Tabla 6 se muestran los porcentajes de RA espontanea generados cuando
los espermatozoides son capacitados en presencia de T durante 3 h y se observd
que en algunas concentraciones (0.03, 0.01 y 0.5 uM), la RA espontanea llega
incluso a ser mayor en comparacion de las células espermaticas cuando son

capacitadas de forma normal. Estos resultados indican que cuando los

64

——
| —



espermatozoides son capacitados con T, hay una tendencia en donde la RA

inducida por Pg es mayor que la RA espontanea (RA neta mostrada en Tabla 7).
6.2.2. Hidrocortisona

Actualmente no existe evidencia acerca de la relacion entre el efecto de la HC y la
RA en el espermatozoide humano. Para explorar como es que esta hormona puede
llegar a afectar los procesos de infertilidad, se realizaron diferentes experimentos

con variaciones en el proceso de capacitacion y en el tiempo de incubacion.

En espermatozoides capacitados durante 3h e incubados subsecuentemente con
diferente concentraciones de HC durante 30 min, se observé que esta hormona es
capaz de inducir por si sola la RA; particularmente a concentraciones bajas (0.1, 1,
5y 10 uM). Aparentemente, cuando las células espermaticas son expuestas a
concentraciones mayores de HC (15, 30 y 100 uM), hay una tendencia a que los
porcentajes de RA disminuyen. Sin embargo, a pesar de que la HC puede inducir
RA por si sola, se puede observar que estos porcentajes son significativamente
menores a aquellos obtenidos cuando se induce la RA por Pg (Figura 23A).

En el segundo conjunto de experimentos, las células espermaticas fueron
capacitadas durante 3h y luego incubadas con HC y Pg al mismo tiempo durante 30
min. Nuestros resultados indican que los porcentajes de RA fueron
significativamente menores en todas las concentraciones empleadas comparadas

con la Pg (Figura 23B).

Para explorar si la HC afecta la RA dependiendo del tiempo de incubacién, se
llevaron a cabo dos experimentos en donde las células espermaticas fueron
capacitadas en presencia de HC durante 3h. Dentro de nuestros resultados,
encontramos que concentraciones de 0.1, 1, 5, 10 y 30 uM de HC fueron capaces
de inducir RA (Figura 23C). Finalmente, cuando las células espermaticas fueron
capacitadas con HC durante 3h y luego estimuladas con Pg 20 uM durante 30 min,
observamos que las diferentes concentraciones de HC inhibieron la RA inducida por
Pg (Figura 23D).
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Capacitacion (3 h) + HC (30 min) Capacitacion (3 h) + HC y Pg (30 min)
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Figura 23: La HC inhibe la RA inducida por Pg en el espermatozoide humano. Porcentajes de RA espontdnea e inducida
por Pg en muestras capacitadas en ausencia y presencia de hidrocortisona. A) RA observada en células espermdticas
capacitadas durante 3h y luego incubadas con diferentes concentraciones de HC durante 30 min. B) RA inducida por Pg 20
UM observada en células espermdticas capacitadas durante 3h y luego incubadas con diferentes concentraciones de HC y
Pg 20 UM durante 30 min. C) RA observada en células espermdticas capacitadas en presencia de diferentes concentraciones
de HC durante 3h. D) RA inducida por Pg en células espermdticas capacitadas en presencia de diferentes concentraciones
de HC durante 3h y posteriormente incubadas con Pg 20 UM durante 30 min. (n donadores= 17; n muestras=34).
Comparaciones multiples analizadas con ANOVA de una via, Kruskal-Wallis y pruebas post hoc de Tukey o Dunn,
respectivamente. ****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05.

4.3 Resultados de reaccion acrosomal con FITC-PSA

4.3.1 Hidrocortisona

Finalmente, se realizaron experimentos con la técnica de FITC-PSA con el objetivo

de determinar la integridad del acrosoma y obtener los porcentajes de RA. En esta
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serie de experimentos, las muestras fueron capacitadas durante 2h vy
posteriormente se incubaron con HC (0.1, 1, 5y 15 uM) durante 1h ya que, de
acuerdo con experimentos previos que se realizaron, en estas 4 concentraciones
se presentaron mayores cambios en los porcentajes de RA. A pesar de no obtener
diferencias estadisticamente significativas, observamos resultados similares a los
anteriores; la HC es capaz de inducir mayor RA a bajas concentraciones (0.1, 1 uM)
incluso si el tiempo de capacitacion es menor y la exposicion a HC es mayor (Figura
23A). Interesantemente, nuestros hallazgos indican que cuando las células
espermaticas son capacitadas durante 2h, incubadas con HC durante 1h y
posteriormente estimuladas con Pg 20 uM durante 30 min, la RA se ve inhibida
incluso a bajas concentraciones. Dentro de estos resultados se obtuvieron
diferencias significativas entre las concentraciones de 5 uM (p<0.01) y 15 uyM

(p<0.01) con respecto al control positivo (Figura 2B).
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Figura 24: La HC inhibe la RA inducida por Pg en espermatozoide humano. Porcentajes de RA
espontanea e inducida por Pg en muestras capacitadas durante 2h y luego incubadas con HC 1h.
A) RA observada en células espermaticas capacitadas durante 2h y luego incubadas con diferentes
concentraciones de HC durante 1h. B) RA inducida por Pg 20 UM observada en células espermaticas
capacitadas durante 2h y luego incubadas con diferentes concentraciones de HC durante 1h y
finalmente estimuladas con Pg 20 UM durante 30 min. (n donadores= 7; n muestras=14).
Comparaciones multiples analizadas con ANOVA de una via, Kruskal-Wallis y pruebas post hoc de
Tukey o Dunn, respectivamente. **p<0.01, *p<0.05.
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5. DISCUSION

Esta estudio es el primero en aportar evidencia acerca del efecto de la T y la HC
sobre la reaccidon acrosomal del espermatozoide humano. Los mecanismos
moleculares de la RA no han sido dilucidados aun; sin embargo se sabe que este
proceso depende de la activacién del canal CatSper (Lishko et al., 2011; Rahban &
Nef, 2020; X. Sun etal.,, 2017; Tamburrino etal.,, 2014) el cual permite un
incremento en las concentraciones intracelulares de Ca?* promoviendo la fusién de
las membranas externas y acrosomal del espermatozoide (Bhongade et al., 2015;
Mata-Martinez et al., 2018).

Nuestros hallazgos indican que la T por si sola es capaz de inducir RA, aunque los
porcentajes sean menores de acuerdo con el control positivo. Ademas, observamos
que cuando los espermatozoides son capacitados durante 3 h y luego incubados en
presencia de T y Pg durante 30 min, el porcentaje de RA inducida por Pg es mayor
Unicamente a bajas concentraciones de T (0.03 y 0.1 uM) en donde hay un
porcentaje de RA neta de 18.10% y 6.66%, respectivamente.

Segun diversos reportes, las concentraciones de T en el TGF oscila entre 0.009 pM
a 0.19 uM (Costa et al., 2004; Masjedi et al., 2019; Yang et al., 2015) por lo cual en
estas concentraciones se podria reflejar un ambiente fisiolégico en donde la T se
encuentra dentro de parametros normales sin interferir con la Pg de tal manera que
esta ultima pueda ejercer su funcibn como inductor fisioldégico de la reaccidn
acrosomal (Lishko et al., 2011; Mannowetz et al., 2017).

En cambio, a concentraciones mayores de T (0.3, 0.5, 1, 3 y 10 uyM), se observo
que los porcentajes de RA inducida por Pg son menores que la RA espontanea
generada por T. Segun estos datos obtenidos, si el espermatozoide se incuba con
ambas hormonas juntas, la T tendria mayor capacidad para producir RA en
comparacién con la que podria inducir la Pg. Esto da pie a diversas preguntas: Si el
espermatozoide previamente capacitado se encuentra expuesto a T y Pg al mismo
tiempo, ¢la T a concentraciones mayores de 0.3 uM tiene mayor afinidad por algun
canal del espermatozoide que desencadene una cascada de sefalizacién para
producir la RA? Una de las hipétesis indica que la T puede unirse con mayor afinidad
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al dominio ABHD2 causando la inhibicién de CatSper, entrada de Ca?*y, por lo
tanto, de la RA (Mannowetz et al., 2017).

En el caso de los hombres, se ha propuesto que el efecto inhibitorio de la T puede
ser para prevenir una RA prematura (Mannowetz et al., 2017; Vigil et al., 2011); es
decir, tiene un papel anti-capacitante (Lishko & Mannowetz, 2018a). Empleando una
concentracion de 1 uM, Mannowetz et al reportaron que la T inhibe las corrientes
generadas por CatSper. Considerando que a mayor calcio intracelular mediado por
CatSper hay mayor RA, dentro de nuestros resultados obtuvimos lo contrario, ya
que cuando las células espermaticas fueron capacitadas durante 3 h y luego
expuestas a concentraciones de T entre 0.3 pM hasta 10 uM, dicha hormona por si
sola induce la RA.

Actualmente sé6lo existe 1 estudio realizado en 2011 por Vigil y col. en donde
investigaron el efecto de la T en la RA del espermatozoide humano (Vigil et al.,
2011). Evaluaron diferentes tiempos (60, 120, 240 y 1440 min) con diferentes
concentraciones de esta hormona (0.2, 2 y 20 nM) e incluyeron como control positivo
Pg 10.1 uM. En este estudio, reportaron que los espermatozoides incubados
unicamente con Pg fueron aquellos que presentaron un mayor porcentaje de RA.
Observaron diferencias significativas (p<0.05) entre los 3 tratamientos con respecto
unicamente al control positivo después de 24 horas en donde dichos tratamientos
tuvieron un efecto inhibitorio sobre la RA. Sin embargo, una limitante de este estudio
es que no se incubaron las muestras en presencia de ambas hormonas (T+Pg).
Opuesto a estos resultados obtenidos por Vigil y col., de acuerdo con lo que reporté
Prajapati y col. en 2022, la exposicion de las células espermdticas capacitadas
durante 3 h y luego expuestas a Pg 10 uM desde 30 min hasta 60 min no aumenta
de forma significativa la RA; sin embargo, en algunos casos se presentd un aumento
mayor a 2 veces. Estos autores afirmaron que la Pg no fue eficaz en inducir
incremento de RA incluso extendiendo el periodo de incubacion hasta 1 h con Pg
(Prajapati et al., 2022). Estos experimentos coindicen con los nuestros en cuanto a
que la Pg no causé un aumento de la RA en espermatozoides previamente

capacitados durante 3h.
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De forma contraria, se observé en estos experimentos que cuando las células
espermaticas se capacitan en presencia de T durante 3 h y luego se afnade Pg
durante 30 min, si bien, la T induce RA de forma espontanea, la RA inducida por Pg
es mayor en casi la totalidad de las concentraciones probadas (excepto en 1 uM
que presentd un porcentaje de RA espontanea mayor que la inducida por Pg).

Tomando en consideracion nuestros resultados y tomando en cuenta que la
capacitacion espermatica ocurre en el TGF, ¢ por qué la Pg es capaz de inducir RA
en un espermatozoide capacitado en presencia de T pero no en uno capacitado de
forma normal?

En el caso de las mujeres, cuando la T se encuentra en altas concentraciones; por
ejemplo, en aquellas que presentan sindrome de ovario poliquistico, se genera
infertilidad en aproximadamente el 50% de las mujeres que lo presentan. Por ello,
niveles elevados de T en mujeres, pueden afectar la funcion de CatSper; esto
produciria alteraciones en la capacitacion del espermatozoide (Lishko &
Mannowetz, 2018a) ya que no habria aumento en la [Ca?*]i y se bloquearia la via
de senfalizacion de la ACs-AMPc-PKA-PKT, inhibiéndose la fosforilacion de
proteinas la cual permitiria la apertura de los GLUTs encargados de ingresar
glucosa a la célula espermética la cual es util para la generacién de ATP brindando
energia al espermatozoide para que presente una hiperactivacion flagelar (Naresh
& Atreja, 2015). En caso que lo anterior ocurra, causaria un deterioro en el avance
del espermatozoide hacia el sitio de fertilizacion (Lishko & Mannowetz, 2018a).

Si pusiéramos en un contexto clinico nuestros resultados, esto querria decir que
cuando una mujer tiene altas concentraciones de T, los espermatozoides que se
encuentren en el TGF pueden capacitarse en presencia de T y luego gracias a la
Pg, llevar a cabo el proceso de RA.

Algunas posibles explicaciones podrian ser las siguientes: 1) en mujeres con altas
concentraciones de T, esta hormona incrementa la RA espontanea para prevenir la
fertilizacion del évulo, 2) hay una competencia entre la T y Pg y dado que en el TGF
hay mayor Pg, por eso hay incremento de RA inducida por Pg; dentro de nuestros
resultados se observa que hay una tendencia a que la RA espontanea generada por
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T es menor a mayores concentraciones de T, 3) la T es un modulador enddécrino
que depende de diversos factores como alimentacién, estilo de vida, herencia, etc.
Actualmente no existen estudios que hayan determinado los porcentajes de RA
producidos por T, sin embargo, los cambios en las [Ca?]i son vitales para que la RA
ocurra (Prajapati et al., 2022). Segun un estudio publicado recientemente, se
encontré que la T tiene una potencia moderada para provocar la absorcion de calcio
en el espermatozoide la cual presenta de 120 a 150 veces menos potencia que la
Pg (Carlson et al., 2022).

Otro estudio publicado por Brenker y col. confirmaron lo siguiente: la T estimula el
influjo de Ca?* a través de CatSper, la pre incubacion con T no antagoniza las
corrientes de CatSper inducidas por Pg ni tampoco el influjo de Ca®* inducido por
Pg (Brenker et al., 2018).

En otro estudio por medio de experimentos de fluorometria, Rehfeld reporté que
cuando los espermatozoides son sometidos a T se produce un aumento en las
sefales de Ca?* y posteriormente cuando se agrega Pg, las sefiales se inhiben pero
no se antagonizan por completo (Rehfeld, 2020) lo cual coincide con nuestros
resultados de por qué la Pg puede inducir RA cuando el espermatozoide fue
previamente capacitado en presencia de T.

Sin embargo, en el estudio realizado por Prajapati, determinaron que para que
exista una exocitosis acrosomal, se requiere que haya [Ca®*]ielevadas y sostenidas
logradas por la alcalinizaciéon intracelular, Pg y PGE1, pero incluso con esto, las
células que sufran RA varian en gran medida y no correlaciona con la respuesta a
[Ca?*]i. De hecho, estos autores afirman que a pesar de la capacidad que tiene la
Pg para incrementar la [Ca?*];, la eficacia para inducir RA es baja y no efectiva
(Prajapati et al., 2022).

Con respecto a la HC, se sabe que aquellas personas que presentan estrés tienen
mayores problemas para concebir. La infertilidad depende de diversos factores;
desde causas médicas, ambientales, estilo de vida, etc. (Ramirez Moran et al.,
2019). A nivel celular puede causar desde parametros anormales en las células
espermaticas en donde haya dafio a las mitocondrias (Durairajanayagam et al.,
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2021) hasta estrés oxidativo que lleve a fragmentacion del ADN espermatico
(Gonzalez-Marin et al., 2012), desequilibrios hormonales que lleven a cambios en
las concentraciones de diversas hormonas como glucocorticoides, catecolaminas,
hormona del crecimiento, etc. (Ranabir & Reetu, 2011).

Nuestros resultados indican que al igual que la T, la HC es capaz de inducir RA a
bajas concentraciones (0.1 1, 5 y 10 uM) aunque en porcentajes mas bajos que
aquellos inducidos con Pg; mientras que a mayores concentraciones (15, 30 y 100
KMM) se observd una tendencia de estos porcentajes a disminuir. De acuerdo con
diversos estudios, las concentraciones fisiolégicas de cortisol en la mujer en el TGF
van desde 0.07 uM hasta 0.21 uM (Andersen, 2002; Fateh et al., 1989; Jimena
et al., 1992; Lewicka et al., 2003; Mantzavinos et al., 1997). Hasta donde se tiene
conocimiento, no hay ningun estudio que haya reportado la concentracién de cortisol
en mujeres que presenten estrés, sin embargo es bien sabido que las mujeres
sometidas a tratamientos de fecundacién in vitro tienen altos niveles de estrés y se
han determinado valores de cortisol en estas pacientes que van desde 0.287 hasta
0.574 uM (Jimena et al., 1992) las cuales son bastante similares a lo que se ha
encontrado en mujeres de grupos control.

Dado el estilo que se lleva actualmente, es mas probable que las células
espermaticas se enfrenten a concentraciones de cortisol mayores a las fisioldgicas
tanto en hombres como en mujeres (Rooney & Domar, 2018).

De acuerdo con la Asociacidon Americana de Psicologia, el estrés es una condicion
que puede afectar todos los sistemas del cuerpo incluyendo el musculoesquelético,
respiratorio, cardiovascular, endocrino, gastrointestinal, nervioso y reproductivo
(American Psychiatric Association, 2018).

El cortisol es una hormona producida por el eje HPA que se libera en situaciones de
estrés agudo y cronico la cual se ha documentado que es uno de los diversos
factores que causa infertilidad (Rooney & Domar, 2018).

Nuestros experimentos son los primeros en poner en evidencia el efecto de distintas
concentraciones de HC directamente sobre la RA. Por medio de estos demostramos
que la HC por si sola es capaz de inducir RA a bajas concentraciones (0.1, 1,5y

10 uM) ya que cuando las células espermaticas son sometidas a concentraciones
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mayores (15, 30 y 100 uM), la RA tiende a disminuir. Como se mencion6
anteriormente, la RA es un proceso dependiente de Ca?* en donde participa
CatSper (Allgeyer et al., 2006; Baldi et al., 2009; Oettel & Mukhopadhyay, 2004).
Dentro de nuestros resultados publicados recientemente, se realizaron mediciones
de [Ca?']i en espermatozoides capacitados durante al menos 4 h; se utilizaron
concentraciones desde 0.01 hasta 100 uM. Estos resultados indicaron que la HC es
capaz de producir movilizacién en las [Ca?']i dependiendo de la dosis; a mayor
dosis, mayor movilizacion en las [Ca®]i (Sanchez Gonzalez et al., 2022). Esto
coincide con los resultados obtenidos por Brenker y col. y con aquellos obtenido por
Rehfeld los cuales también afirman que la HC induce senales de calcio dependiente
de la dosis (Brenker et al., 2018; Rehfeld, 2020). Sin embargo, de acuerdo con lo
obtenido en nuestros experimentos de RA, notamos que el efecto de HC sobre las
corrientes de calcio y de RA es opuesto, ya que a mayores concentraciones de HC,
hay menores porcentajes de RA, pero hay mayor movilizacién en las senales de
calcio. Con respecto a eso, anteriormente se ha demostrado que las oscilaciones
de Ca?* juegan un papel importante en prevenir la RA (Mata-Martinez et al., 2018;
Sanchez-Cardenas etal., 2014). En este sentido, probablemente mayores
concentraciones de HC podrian inducir oscilaciones de Ca?* y este comportamiento
podria inhibir la RA. En nuestro estudio, obtuvimos una que la HC tiene una
EC50=7.8 uM mientras que Rehfeld reportdé que la HC tiene una EC50=12.45 uM
en espermatozoides humanos capacitados por al menos 1 h (Rehfeld, 2020) y
Brenker y col. observaron que la HC tiene una EC50=11.4 uM y que la HC produce
un aumento en las [Ca?*]i en espermatozoides humanos no capacitados (Brenker
et al., 2018) lo cual puede ser atribuido a diferencias en los tratamientos de las
muestras (Sanchez Gonzalez et al., 2022).

Ademas, se observé que las respuesta de [Ca?*]i producidas por Pg cuando las
células espermaticas son previamente expuestas a HC en concentraciones
mayores de 15 uyM se ven inhibidas (IC50=6.8 uM) (Sanchez Gonzalez et al., 2022).
Esto podria indicar una interaccion entre los receptores de HC y Pg, generando un
efecto dual dependiendo de la concentracion. A pesar de que no medimos
directamente la actividad de CatSper, de acuerdo con los experimentos de Rehfeld,
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se demostré que CatSper es responsable por estos sefiales de Ca?* por lo que
podemos inferir que estas sefales de calcio determinadas son debidas a CatSper
(Sanchez Gonzalez et al., 2022).

Se observé que cuando las células espermaticas se incuban en presencia de HC y
Pg durante 30 min, los porcentajes de RA disminuyen significativamente en
comparacién con la Pg en todas las concentraciones empleadas en estos
experimentos. Esto podria reafirmar los resultados de experimentos previos que
confirman que ambas hormonas podrian estar compitiendo por el mismo sitio activo
llamado proteina 2 contenedora del dominio a/p hidrolasa (ABHD2). La Pg es capaz
de unirse a este dominio y una vez que esto ocurre, se elimina mediante hidrolisis
el 2-araquidonoilglicerol (2AG) (un inhibidor de CatSper); el cual una vez removido,
CatSper adquiere su funcién promoviendo procesos como quimiotaxis, capacitacion
y RA (Lishko & Mannowetz, 2018b).

Empleando una concentracién de 1 uM de HC, otro estudio reporté que esta
hormona inhibe la activacion de CatSper por Pg (Mannowetz et al., 2017) ya que los
efectos fueron muy notorios con una inhibicién significativa de las corrientes
generadas por el canal (IC50=0.152 uM); es decir, que la HC tiene un papel
antagonista sobre CatSper (Mannowetz et al., 2017). Por el contrario, otro estudio
reporté una 1C50=17.29 uM afirmando que la HC juega un papel agonista sobre
CatSper pero que su efecto es dosis-dependiente (Brenker et al., 2018; Rehfeld,
2020). Con respecto a nuestro estudio, nuestros resultados coinciden tanto con los
reportados por Mannowetz, asi como los reportados por Brenker y Rehfeld ya que
la HC juega un papel antagonista como agonista, respectivamente.

Estos hallazgos se respaldan parcialmente en que clinicamente, algunas
condiciones como el estrés y el incremento de glucocorticoides como el cortisol (HC)
pueden provocar problemas de infertilidad; ya sea por la inhibicion de la
espermatogénesis o un conteo reducido del niamero o movilidad en los
espermatozoides o en el caso de la mujer se puede llegar a afectar el potencial de
fecundacion de los espermatozoides (durante la capacitacion y RA) (los cuales
tienen lugar en el tracto genital femenino (Mannowetz et al., 2017). Sin embargo,
gueda pendiente por responder preguntas como: ¢Por qué la HC inhibe la RA
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inducida por Pg? De acuerdo con nuestros resultados, cuando las células
espermaticas son capacitadas con HC durante 3h y luego estimuladas con Pg 20
MM durante 30 min, observamos que las diferentes concentraciones de HC
inhibieron la RA inducida por Pg; probablemente también las altas concentraciones
de HC tengan un rol anti-capacitante y quizas, la RA espontanea ocurra para impedir

que haya una fertilizacién.

6. CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que la T e HC presentan un efecto modulador.

La T es capaz de inducir RA por si sola y aparentemente, es capaz de inducir mayor
RA que la Pg cuando el espermatozoide se encuentra en presencia de ambas.

La HC igualmente es capaz de inducir RA dependiendo de la dosis empleada; a
mayor concentracion de HC, hay menor porcentaje de RA. Ademas, la HC
disminuye la RA inducida por Pg.

Actualmente los mecanismos moleculares de como estas hormonas
promueven/inhiben la RA no han sido dilucidados. Sin embargo, gracias a esta
investigacion, se propone que estas dos hormonas podrian ser importantes
moduladores sobre la RA y es importante que, en futuros estudios, se tomen en
cuenta otros factores como la alimentacion y el estilo de vida para poder discernir si
estos influyen en que el espermatozoide atraviese por la RA.
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7 . ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO

NOMBRE DEL ESTUDIO: EFECTO DE LAS HORMONAS ESTEROIDEAS SOBRE LA
REACCION ACROSOMAL DEL ESPERMATOZOIDE HUMANO

Investigadores: M. en C. Sheini Ruturi Sdnchez Gonzdlez, Dra. Ana Alicia Sdnchez
Tusie, Dr. Juan Carlos Solis Sdinz y Dra. Rosa Martha Pérez Serrano.

Por medio de este documento se le invita a participar en una investigaciéon que se
llevard a cabo en el Laboratorio de Fisiologia Celular y Molecular de la Facultad de
Medicina, de la Universidad Auténoma de Querétaro con el fin de contribuir a la
salud y a la poblacién en general.

Si usted desconoce palabras o conceptos, siéntase con la libertad de preguntar
cualquier duda y con mucho gusto resolveremos sus inquietudes.

A) Propésito de la investigacion
En este estudio se pretenden evaluar el efecto que tienen la testosterona e
hidrocortisona sobre pardmetros relacionados a la funcién de los espermatozoides.

Explicacién: Después de la eyaculacidén, el espermatozoide debe de llevar a cabo
dos procesos llamados capacitacion y reaccion acrosomal (RA) para lograr la
fecundacion. En ambos procesos, existe un canal llamado CatSper que induce a
la hiperactivacion del batido flagelar y a la RA; es decir, que los espermatozoides
sean mads réapidos en su nado y que sean capaces de penetrar la membrana del
6évulo inmaduro.

Existen estudios que indican que la testosterona e hidrocortisona en
concentraciones fisiologicas puede detener la activacion de CatSper funcionando
como un factor anti-capacitante.

Por ello, el objetivo de este estudio es analizar los efectos de diferentes
concentraciones de estas hormonas sobre la capacitacion 'y RA  del
espermatozoide.

Los resultados contribuirdn a la mejora de tratamiento de infertilidad y en el
desarrollo de mejores anticonceptivos masculinos reversibles.
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B) Participacién voluntaria
La participacién en esta investigacion es de cardcter totalmente voluntario, es
decir, usted puede decidir si quiere o no participar. Puede suspender su
participacion en el estudio en cualquier momento y es importante resaltar que no
se le pagard por su participacion.

C) Procedimiento de la investigacion

Historia clinica: Recoleccién de datos.
Se le aplicard una pequena enfrevista en donde se le preguntardn

antecedentes personales y familiares que tengan alguna relaciéon con los
pardmetros que se medirdn en este protocolo de investigacion.

Pruebas de laboratorio: Espermiograma y pruebas de funcionalidad.

Se requerird que usted nos proporcione una muestra de semen en un frasco

nuevo y estéril que se le entregard. Dicha prueba servird para medir algunos
pardmetros como el tiempo de licuefaccidn, color, volumen, viscosidad, pH,
motilidad (fipos de movimiento de los espermatozoides), concentracion de
espermatozoides, vitalidad (porcentaje de espermatozoides vivos) vy
morfologia (forma de los espermatozoides). Ademds, también se realizardn
algunas pruebas para conocer qué tan funcionales son  sus
espermatozoides.

NOTA: La muestra se empleard Unicamente para redlizar los andlisis establecidos

en _esta carta de consentimiento informado, es decir, no se redlizardn pruebas

adicionales. Una vez que se hayan concluido los andlisis pertinentes, se procederd

al desecho de la muestra de acuerdo con la NORMA Oficial Mexicana NOM-087-

ECOL-SSA1-2002 de tal manera gue no se puedda emplear para ninguna otra

determinacidén.

D) Seleccion de participantes

1.

Hombres entre 18 a 45 anos

2. Que no tengan diagndstico de abuso de drogas o cualquier otra sustancia.

E) DURACION
Usted deberd acudir a las instalaciones de la Facultad de Medicina, UAQ
Unicamente una vez.

Si desea sus resultados en fisico, agendariamos cita con usted para que pase a
recogerlos y si no, se los podemos proporcionar via correo electronico.
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F) RIESGOS
Dentro de los procedimientos, la Unica parte donde se pueden presentar molestias
es en la toma de la toma de tension arterial ya que el aparato puede llegar a
apretar un poco la muneca.

G) MOLESTIAS
Es posible que al tomar la tensidon arterial sienta un poco de molestia.

H) BENEFICIOS

v Las pruebas que se le realicen no tendrdn ningun costo.

v' Usted conocerd sus pardmetros de calidad de espermatozoides.

v' Se le hardn saber los resultados de los estudios y ademds le brindaremos
orientacion necesaria. Se le informard acerca de cualquier hallazgo
significativo que surja durante el curso de esta investigacion.

I) CONFIDENCIALIDAD:

Toda la informacién serd manejada por medio de cddigos que hacen imposible su
identificacion por nombre completo. La informacién que incluya su nombre,
direccion u ofros datos personales sélo serd registrada en el expediente del
protocolo de investigacion, el cual serd consultado Unicamente por los
investigadores involucrados en el estudio. La informacidén serd guardada por un
periodo mdaximo de cinco anos. Si los resultados de esta investigacion fueran
presentados en articulos cientificos, congresos o reuniones médicas y cientificas, su
identidad no serdrevelada. En caso de que los estudios o las evaluaciones llevadas
a cabo durante el estudio, muestren hallazgos que se consideren de importancia
para la evolucién y/o tratamiento del cuadro clinico, se solicitara su autorizacion
para ser comunicados a su médico tratante.

94

——
| —



(F TACULTAD OF MEGICINN

| UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO %

YEL HONOR &

FACULTAD DE MEDICINA s
CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido la carta de consentimiento informado y entiendo de qué se trata el estudio.
He hablado directamente con el responsable del estudio y ha contestado todas mis
preguntas en términos que he podido entender. Puedo hacer cualquier pregunta
en cualquier momento de la investigacion. Recibi una copia de esta hoja de
informacion.

Entiendo que puedo suspender mi participacion en el estudio en cualquier
momento sin que esto tenga consecuencias en mi relacién con la institucion. Mi
identidad no serd revelada en ninguna referencia del estudio o sus resultados.
Ademas, recibi una copia de la carta de consentimiento.

Si tengo dudas o requiero informacién adicional respecto al estudio, puedo
comunicarme con la M. en C. Sheini Ruturi Sdnchez Gonzdlez (87-11-58-85-33)

ACEPTO VOLUNTARIAMENTE PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO

Nombre y firma del participante

Investigador

Firma:

En caso de suspender mi colaboracién, autorizo que sigan utilizando miinformacién
hasta que concluya la investigacion:

Si No

Me gustaria recibir informacién acerca de otros protocolos de investigacién que
se lleven a cabo en la Facultad.

Si No
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