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RESUMEN

INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas, numerosos estudios apuntan a una disminucion de la
concentracion espermatica en humanos. Los factores asociados a la misma son
multifactoriales, pero destacarian los cambios en el estilo de vida, tales como la transicion
de un patron alimentario mediterraneo o prudente a uno mas occidental, o la exposicion
a determinados Compuestos Disruptores Endocrinos (DE). El patrén de alimentacion
occidental se caracteriza por un aumento de consumo en alimentos ultraprocesados, entre
ellos las bebidas azucaradas, aportando hasta un total de 400 kcal diarias extras a nuestra
dieta habitual. La relacion entre las bebidas azucaradas y la funciéon reproductiva
masculina apenas se ha descrito en la literatura. Por otro lado, los DE son compuestos
quimicos ambientales capaces que imitar las hormonas naturales. Se estima que la
exposicion a estos toxicos es ubicua e inadvertida. Algunos de estos compuestos pueden
tener efectos estrogénicos o anti-androgénicos. Dentro de éstos, cabe mencionar por
ejemplo el bisfenol A (BPA), que se encuentra en plasticos policarbonatos y envases de
alimentos, los filtros ultravioletas (UV) tipo benzofenonas (BP) ampliamente usados en
protectores solares, y los parabenos, conservantes antimicrobianos muy versatiles que se
afiaden a productos de cuidado personal y alimentos con la finalidad de prolongar su vida
util.

OBJETIVOS

Evaluar las asociaciones entre la ingesta de bebidas azucaradas y las concentraciones
urinarias de BPA, parabenos y filtros UV tipo BP y la calidad seminal, niveles de
hormonas reproductivas y el indice de Fragmentacion del ADN Espermético en varones
jovenes.

MATERIAL Y METODO

Estudio observacional transversal en varones universitarios (de 18 a 23 afios) de la Region
de Murcia entre 2010 y 2011. Para estudiar la calidad seminal y hormonas reproductivas,
se incluyeron un total de 209 pacientes, mientras que para la fragmentacion del ADN
espermatico se analizaron un total de 158 sujetos del mismo estudio. En el mismo dia de
la evaluacion fisica, los participantes proporcionaron muestras de orina, semen y sangre,
y completaron cuestionarios sobre sus habitos de vida. Las concentraciones de BPA,
filtros UV tipo BP y parabenos se midieron en muestras de orina utilizando técnicas de
microextraccion dispersiva liquido-liquido y analizadas mediante cromatografia liquida
de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas en tandem. La calidad del semen
se evalu6 mediante los Criterios de la OMS, 2010 e incluyeron los siguientes parametros:
volumen, concentracion, recuento total, movilidad y morfologia de los espermatozoides.
Ademas, se determinaron los niveles en suero de hormona foliculoestimulante (FSH),
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hormona luteinizante (LH), testosterona (T) total y libre, estradiol (E2) e inhibina B. El
analisis de la fragmentacién del ADN se realiz6 mediante la prueba de dispersion de la
cromatina espermatica (DCE). El indice de la Fragmentacion Espermatica (IFE) se
defini6 como el porcentaje de espermatozoides con ADN fragmentado dividido por el
total de espermatozoides analizados. Para evaluar las posibles asociaciones entre la
ingesta de bebidas azucaradas, las concentraciones de compuestos quimicos ambientales
y los parametros seminales, asi como los niveles hormonales y la fragmentacion
espermatica se emplearon analisis de regresion lineal multiple, crudos y ajustados por
covariables importantes. Asimismo, para evaluar el efecto mezcla o coctel sobre la
fragmentacion del ADN espermatico se emplearon modelos de regresion bayesiana con
método Kernel (BKMR).

RESULTADOS

Los varones en el cuartil mas alto de ingesta de bebidas azucaradas presentaron un mayor
porcentaje de espermatozoides morfologicamente normales (37,4% [6,1; 68,3]) (p-
tendencia = 0,047) y niveles de estradiol més altos (9,5% [3,5; 22,5] (p-tendencia = 0,047)
que los del primer cuartil. Por otro lado, no se mostré ninguna asociacion entre las
concentraciones urinarias de BPA y el IFE en el grupo global. Sin embargo, en el
subgrupo de hombres con el IFE > 30%, se observaron asociaciones positivas
significativas a través de cuartiles (p-tendencia=0,02) y con niveles continuos de BPA [
=0,055; 1C95%: (0,002; 0,108)]. Por ultimo, analizando la mezcla de todos los DE, se
observo que el aumento de la concentracion urinaria de 4-OHBP resulto ser el factor que
mas contribuia a la asociacion negativa entre las concentraciones urinarias de DE y el
IFE, siendo de -5,5 % [IC del 95 %: -10,7, -0,3] para aquellos en el percentil 50, y de -
5,4 % [IC del 95 %: -10,8, -0,1] para los del percentil 75. No se observaron asociaciones
significativas entre otros DE y el IFE.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que la morfologia espermatica y los niveles de estradiol
podrian estar asociados con la ingesta de bebidas azucaradas. Asimismo, nuestros
hallazgos apuntan a una relacion positiva entre las concentraciones urinarias de BPA y el
IFE. Igualmente, los resultados de los andlisis de mezclas, mostraron una relacién
negativa, estadisticamente significativa entre los niveles urinarios de 4-OHBP y el indice
IFE. No obstante, es probable que los efectos observados sean pequefios y de significado
clinico incierto. Asi pues, se necesitan mas estudios para confirmar estos resultados y
extraer conclusiones en otras poblaciones masculinas.
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ABSTRACT

INTRODUCTION

In recent decades, numerous studies have indicated a decline in sperm
concentration. The factors involved are multifactorial, but the most important are changes
in lifestyle, such as the shift from the traditional Mediterranean diet to a more Western
diet, or exposure to certain endocrine disruptors (ED). The Western dietary pattern is
characterized by an increased consumption of ultra-processed foods, including sugar-
sweetened beverages, which add up to 400 kcal per day to our daily diet. The relationship
between sugar-sweetened beverages and male reproductive function in humans is poorly
described in the literature. On the other hand, EDs are environmental chemicals that can
mimic natural hormones. Exposure to these toxicants is thought to be ubiquitous and
unintentional. Some of these compounds may have estrogenic or antiandrogenic effects.
This group includes bisphenol A (BPA), found in polycarbonate plastics and food
packaging; benzophenone (BP), an ultraviolet (UV) filter widely used in sunscreens; and
parabens, versatile antimicrobial preservatives added to personal care products and foods
to extend their shelf life.

OBJECTIVES

To evaluate the associations between sugar-sweetened beverage consumption and urinary
concentrations of BPA, parabens, and BP-type UV filters and semen quality, levels of
reproductive hormones, and sperm DNA fragmentation index in healthy young men.

MATERIAL AND METHODS

Observational cross-sectional study in university men (aged 18 to 23 years) from the
Region of Murcia between 2010 and 2011. To study seminal quality and reproductive
hormones, a total of 209 patients were included, while for sperm DNA defragmentation,
a total of 158 patients from the same cohort were analyzed. On the same day as the
physical evaluation, participants provided urine, semen and blood samples, and
completed questionnaires about their lifestyle habits. BPA, BP-type UV filters and
parabens were measured in urine samples using liquid-liquid dispersive microextraction
techniques and then analyzed by high-performance liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry. Semen quality was assessed using the WHO Ceriteria, 2010
and included the following parameters: sperm volume, concentration, total sperm count,
motility and morphology. In addition, serum levels of follicle stimulating hormone (FSH),
luteinizing hormone (LH), total and free testosterone (T), estradiol (E2) and inhibin B
were determined. DNA fragmentation analysis was performed using the sperm chromatin
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dispersion test (SCD). The sperm fragmentation index (SFI) was defined as the
percentage of sperm with fragmented DNA divided by the total number of sperm
analyzed. Multiple linear regression analyses, crude and adjusted for important
covariates, were used to evaluate possible associations between sugar-sweetened
beverage intake, different environmental chemical compounds and semen parameters, as
well as hormone levels and sperm fragmentation. Bayesian kernel machine regression
(BKMR) models were also used to evaluate the mixture effect on sperm DNA
fragmentation.

RESULTS

Males in the highest quartile of sugar-sweetened beverage intake had a higher percentage
of morphologically normal sperm (37.4% [6.1, 68.3]) (p-trend = 0.047) and higher
estradiol levels (9.5% [3.5, 22.5] (p-trend = 0.047) than those in the first quartile. On the
other hand, no association was found between urinary BPA concentrations and SFI in the
total group. However, in the subgroup of men with SFI > 30%, significant positive
associations were observed across quartiles (p-trend=0.02) and with continuous BPA
levels [B = 0.055; 95%CI: (0.002, 0.108)]. Finally, analyzing ED mixtures, it was
observed that increased urinary 4-OHBP concentration proved to be the factor
contributing most to the negative association between urinary ED concentrations and SFI,
being -5.5 % [95 % CI: -10.7, -0.3] for those in the 50th percentile, and -5.4 % [95 % CI:
-10.8, -0.1] for those in the 75th percentile. No significant associations were observed
between other ED and SFI.

CONCLUSIONS

Our results suggest that sperm morphology and estradiol levels may be associated with
sugar-sweetened beverage consumption. Similarly, our results suggest that there is a
positive association between urinary BPA concentrations and SFI. Similarly, the results
of mixtures analyses showed a statistically significant negative association between
urinary 4-OHBP levels and the SFI. However, the observed effects are likely to be small
and of uncertain clinical significance. Further studies are needed to confirm these results
and to draw conclusions in other male populations.
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La presente tesis doctoral ha sido elaborada seglin la modalidad de compendio de
publicaciones en revistas de reconocido prestigio, indexadas en bases de datos
internacionales. La normativa que avala este tipo de tesis doctoral se especifica en el

Articulo 20 del Capitulo II del Reglamento de Doctorado de la Universidad de Murcia.

ARTICULO 1

Kiwitt-Cardenas J, Arense-Gonzalo JJ, Mendiola-Olivares J, Adoamnei E,
Torres-Cantero AM. Sugar-sweetened beverage intake in relation to reproductive
parameters in young men. Rev Int Androl. 2022 Oct;20 Suppl 1:539-S47. doi:
10.1016/j.androl.2021.04.001. Epub 2022 May 8.

Informacion y criterios de calidad:

= Revista: Revista Internacional de Andrologia

= Factor de impacto (JCR, 2021): 1.063

= Area tematica y posicion: Reproductive Medicine (Q3); Urology (Q3)

* Manuscrito recibido el 17 de octubre del 2020 y aceptado el 16 de abril del 2021.

@ Aportacion del doctorando al trabajo

El doctorando elabord este manuscrito. Como tareas especificas, liderd las siguientes

acciones:

= Busquedas bibliograficas para actualizar la informacion existente sobre los objetivos
del estudio e interpretar los resultados obtenidos.

= Andlisis estadisticos descriptivos y multivariantes para evaluar la posible relacion
entre la ingesta de bebidas azucaradas y los pardmetros reproductivos (calidad
seminal y niveles de hormonas reproductivas) en varones jovenes.

= Realizacion de las tablas y graficos relacionados con los resultados principales, asi
como la redaccion y actualizacion de los borradores incorporando los comentarios de

los coautores hasta la version final del manuscrito.
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ARTICULO 2

Kiwitt-Cardenas J, Adoamnei E, Arense-Gonzalo JJ, Sarabia-Cos L, Vela-Soria
F, Fernandez MF, Gosalvez J, Mendiola J, Torres-Cantero AM. Associations
between urinary concentrations of bisphenol A and sperm DNA fragmentation in
young men. Environ Res. 2021 Aug; 199:111289. doi:
10.1016/j.envres.2021.111289. Epub 2021 May 15.

Informacion y criterios de calidad:

= Revista: Environmental Research
= Factor de impacto (JCR, 2021): 8.431
= Area tematica y posicion: Environmental Science (Q1)

= Manuscrito recibido el 05 de marzo del 2021 y aceptado el 04 de mayo del 2021.
@ Aportacion del doctorando al trabajo

El doctorando elabor6é este manuscrito. Como tareas especificas, liderd las

siguientes acciones:

= Busquedas bibliograficas para actualizar la informacion existente sobre el objetivo
del estudio e interpretar los resultados obtenidos

= Andlisis estadisticos descriptivos y multivariantes para estudiar la posible relacion
entre la exposicion al bisphenol A (BPA) y la desfragmentacion del ADN espermatico
en varones jovenes.

= Realizacion de las tablas y graficos relacionados con los resultados principales, asi
como la redaccion y actualizacion de los borradores incorporando los comentarios de

los coautores hasta la version final del manuscrito.
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ARTICULO 3

Kiwitt-Cardenas J, Arense-Gonzalo JJ, Adoamnei E, Sarabia-Cos L, Vela-Soria
F, Fernandez MF, Gosalvez J, Mendiola J, Torres-Cantero AM. Urinary
concentrations of bisphenol A, parabens and benzophenone-type ultra violet light
filters in relation to sperm DNA fragmentation in young men: a chemical mixtures
approach. 2024 Feb 20:912:169314. doi: 10.1016/j.scitotenv.2023.169314. Epub
2023 Dec 15.

Informacion y criterios de calidad:

Revista: Science of The Total Environment

Factor de impacto (JCR, 2022): 9.8

= Area tematica y posicion: Environmental Sciences (Q1)

= Manuscrito recibido el 13 de octubre del 2023 y aceptado el 10 de diciembre del 2023.

@ Aportacion del doctorando al trabajo

El doctorando elabor6é este manuscrito. Como tareas especificas, liderd las

siguientes acciones:

= Busquedas bibliograficas para actualizar la informacion existente sobre el objetivo
del estudio e interpretar los resultados obtenidos.

= Analisis estadisticos descriptivos, multivariantes y bayesianos para estudiar la posible
relacion entre la exposicion multiple a disruptores endocrinos y la desfragmentacion
del ADN espermatico en varones jovenes.

= Realizacion de las tablas y graficos relacionados con los resultados principales, asi
como la redaccion y actualizacion de los borradores incorporando los comentarios de

los coautores hasta la version final del manuscrito.
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INTRODUCCION

El concepto de Salud Sexual y Reproductiva definido por las Naciones Unidas es
un “enfoque integral para analizar y responder a las necesidades de hombres y mujeres

respecto a la sexualidad y la reproduccion”.

El deterioro constante y continuo de la calidad seminal ha sido objeto de un
intenso debate en las ultimas décadas, especialmente en relacion con la concentracion y
el recuento de espermatozoides (Axelsson et al., 2011; Jorgensen et al., 2001; Levine et
al., 2023; Mendiola et al., 2013; Rolland et al., 2013; Swan et al., 2000). En 1992, Carlsen
y sus colegas presentaron evidencias retrospectivas que indicaban una disminucioén
continua en la concentracion de espermatozoides en hombres entre 1938 y 1991 (Carlsen
et al., 1992). Posteriormente, un metaanalisis que abarcd 47 estudios publicados entre
1934 y 1996 puso de manifiesto que la concentracion espermatica disminuy6 anualmente
en un -2,3% en hombres europeos y un -0,8% en los Estados Unidos de América (Swan
et al., 2000). Asimismo, y de manera reciente, Levine y sus colegas llevaron a cabo una
revision sistematica y un andlisis de meta-regresion para examinar las tendencias actuales
en la concentracion y el recuento de espermatozoides en hombres no seleccionados por
su fertilidad (1973 y 2018). Los resultados indicaron una disminucién significativa del
50-60% en el recuento de espermatozoides en hombres de Europa, Australia, Nueva
Zelanda y América del Norte con una disminucion anual del -1,6% en el recuento total
de espermatozoides y del -1,4% en la concentracion de espermatozoides (Levine et al.,

2023).

Aunque se han identificado variaciones geograficas en la concentracion
espermatica, las diferencias no son homogéneas (Jorgensen et al., 2001; Mendiola et al.,
2013), lo que sugiere que los factores subyacentes a los parametros seminales son
multifactoriales (Axelsson et al., 2011; Fernandez et al., 2012; Jorgensen et al., 2002;
Mendiola et al., 2013; Paasch et al., 2008; Punab et al., 2002). Entre los factores
relacionados con baja calidad seminal, mas estudiados a dia de hoy, podemos destacar la
exposicion a toxicos y contaminantes en el entorno laboral o ambiental (Goldstone ef al.,

2015; Mendiola et al., 2010; Minguez-Alarcon et al., 2016), la obesidad (Han ez al., 2017,
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Hayden et al., 2018), el sedentarismo (Jozkow & Rossato, 2017), una alimentacion
deficiente (Afeiche et al., 2013; Minguez-Alarcon et al., 2012; Zareba et al., 2013), el
tabaquismo (Harlev et al., 2015; Li et al., 2011; Sharma et al., 2016) y el consumo de
alcohol (Ricci et al., 2017).

Ademas, numerosos estudios epidemioldgicos han destacado que la calidad
seminal en general y la concentracion espermatica en particular es un indicador del estado
de salud del varon (Latif et al., 2018; Omu, 2013). La baja calidad seminal se ha
correlacionado con un incremento en el riesgo de hospitalizacion y morbilidad,
enfermedades crénicas como la diabetes mellitus y enfermedades cronicas de alta
prevalencia (afecciones cardiovasculares). También se ha observado una asociacion con
problemas de suefio, estrés psicoldgico, una percepcion general de la salud menos
favorable y una esperanza de vida mas corta (Eisenberg et al., 2014; Jensen et al., 2007,

2009, 2013; Latif et al., 2017, 2018; Nordkap et al., 2016; Omu, 2013).

En la actualidad y en paises desarrollados, cerca del 15% de las parejas en edad
fértil no alcanzan a concebir después de un afio de mantener relaciones sexuales sin
proteccion, necesitando asistencia médica especializada por problemas de fertilidad. La
infertilidad no hace distinciones entre el sexo, ya que, el factor de origen masculino puede
ser detectado en aproximadamente el 50% en los casos de infertilidad que afecta a las
parejas (Leaver, 2016). En este perfil de hombres infértiles o subfertiles es muy frecuente
hallar cambios a la baja en algunos parametros seminales, como: concentracion
espermatica, porcentaje de movilidad o la morfologia normal del espermatozoide
(Franken y Oehninger, 2012; Luco et al., 2014; Ochninger et al., 2014). Esta afeccion
puede ser causada por diferentes factores, tales como enfermedades congénitas,
infecciones o inflamaciones de las glandulas reproductivas masculinas, anomalias en el
tracto reproductivo, trastornos endocrinos, anomalias genéticas o factores inmunologicos

(Franken y Oehninger, 2012; Luco et al., 2014; Oehninger et al., 2014).

PARAMETROS ESPERMATICOS

Espermatogénesis

Las principales funciones de los testiculos son la produccion de hormonas

esteroides y la formacion de espermatozoides maduros. La coordinacion entre diferentes
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tipos de células, incluyendo células germinales, Sertoli y Leydig, es esencial para llevar

a cabo estas funciones (Alves et al., 2013; Chong et al., 2015).

La hormona luteinizante (LH), la hormona foliculoestimulante (FSH) y la
testosterona (T) son hormonas reproductivas que influyen en el desarrollo de las células
germinales masculinas durante la espermatogénesis en hombres. En su ausencia, las
células germinales pueden someterse a procesos de apoptosis celular (Dimitriadis et al.,
2015). La espermatogénesis en humanos es un proceso ciclico complejo que suele durar
unos 70 dias y conlleva remodelaciones celulares y genéticas significativas, llegandose a
producir cambios hormonales dindmicos durante la maduracion de las células germinales

(Alves et al., 2013; lammarrone et al., 2003).

Andlisis cuantitativo de la calidad espermdtica

El analisis cuantitativo y cualitativo espermatico, también conocido como
seminograma o espermiograma, es un procedimiento fundamental en la evaluacion de la
fertilidad masculina. Consiste en la evaluacion de parametros que incluyen concentracion
espermatica, motilidad y morfologia de los espermatozoides presentes en una muestra
seminal (Eliasson, 2010; Franken & Oehninger, 2012; Menkveld, 2013; Oehninger et al.,
2014; WHO, 2010), a saber:

= La muestra de semen se obtiene mediante masturbacion y se recoge en un
recipiente estéril. Posteriormente, se realiza una dilucion controlada del semen
con un medio apropiado para facilitar la contabilizacion precisa de los
espermatozoides. La concentracidon espermatica se determina utilizando técnicas
como el método de cdmara de Neubauer o sistemas de contadores automaticos de
espermatozoides. El volumen tipico del semen en hombres varia de 1,5 a 6
mililitros. Este volumen puede estar sujeto a cambios segin la duracién de la
abstinencia y el nivel de excitacion sexual previa. Cuando el volumen es inferior
a 1,5 ml, se clasifica como "hipospermia", mientras que si es mayor a 6,0 ml se

etiqueta como "hiperespermia".

* El nimero de espermatozoides es un factor crucial en la evaluacion de la

fertilidad masculina, siendo importante distinguir entre dos términos: la
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concentracion espermatica y el recuento total de espermatozoides. La
concentracion se refiere a la cantidad de espermatozoides por unidad de volumen
de eyaculado, medida en millones por mililitro (millones/ml). Por otro lado, el
recuento total de espermatozoides se calcula multiplicando la concentracion de
espermatozoides por el volumen total del semen, expresado en millones. Segiin
los estandares de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2010), se considera
una concentracion espermatica adecuada si es igual o mayor a 15 millones por
mililitro, y un recuento total de espermatozoides aceptable si alcanza o supera los
39 millones por eyaculado. Valores por debajo de estos umbrales indicarian la

presencia de "oligozoospermia".

* La motilidad espermatica se evalua mediante el andlisis del movimiento de los
espermatozoides. Se clasifican en categorias segun su velocidad y tipo de
movimiento. Este proceso puede realizarse de forma subjetiva por un observador
entrenado o mediante sistemas de analisis de semen computarizado (CASA, por
sus siglas en inglés), clasificando la movilidad de la siguiente forma:

= Movilidad progresiva (PM): Movimiento activo del espermatozoide,
pudiendo ser de manera lineal o en circulo.

= Movilidad no progresiva (NP): Todos los demds patrones de movilidad,
habiendo ausencia de la propia progresion del espermatozoide

= Inmoviles: ausencia de cualquier tipo de actividad y movilidad.

Para hablar de “movilidad nula” o mejor denominado “astenozoospermia”, la PR debe de

ser mayor al 32% y la suma de PR + NP mayor de 40%.

* La morfologia espermatica se refiere a la estructura general de los
espermatozoides, siendo un factor critico en la calidad del semen. Un
espermatozoide tipico presenta una cabeza en forma de pera, sin excesiva
elongacion, con la insercion del flagelo en el centro y una longitud apropiada.
Esta caracteristica estd estrechamente vinculada con la capacidad del
espermatozoide para fecundar el 6vulo. Una muestra se considera de morfologia
aceptable cuando al menos el 4% de los espermatozoides exhiben una estructura

normal. Si no se cumplen estos criterios, se habla de "teratozoospermia".
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De acuerdo con las directrices de la OMS (2010) dese consideraria que hay un
posible problema de subfertilidad en hombres si la concentracion de espermatozoides es
inferior a 15 millones por mililitro (o si el recuento total de espermatozoides es menor a
39 millones), si la movilidad progresiva es menor al 32%, o si la morfologia normal es

inferior al 4%.

ANALISIS DEL. ADN ESPERMATICO

La espermatogénesis es un proceso extremadamente complejo que consiste en la
proliferacion y maduracion de células germinales masculinas desde una célula diploide
inmadura hasta un espermatozoide haploide maduro, en el que el dafio en su ADN puede
producirse en cualquier paso. El dafio en el material genético del espermatozoide puede
deberse a roturas no reparadas en las cadenas de ADN durante la remodelacion y
empaquetamiento de la cromatina espermatica o a una apoptosis abortiva durante el
proceso de espermatogénesis. Sin embargo, otras causas pueden conducir a la
fragmentacion del ADN espermatico, como el efecto de las endonucleasas y caspasas
endogenas, la accion del estrés oxidativo, la exposicion ambiental o laboral, la edad, la

frecuencia de eyaculaciones o los estilos de vida (Bungum et al. 2011).

La funcién principal del espermatozoide es transmitir el genoma haploide al
ovocito para generar un embrion. Como consecuencia de ello, la integridad del ADN
espermatico podria servir como potencial predictor de la fertilidad masculina y también
se ha incluido como prueba adicional al andlisis tradicional de los parametros

espermaticos (OMS, 2010).

En la actualidad, existe una gran variedad de pruebas disponibles para evaluar la
fragmentacion del ADN espermatico. Entre las técnicas maés utilizadas podemos
mencionar: el Ensayo de Estructura de la Cromatina Espermatica (SCSA), la Dispersion
de la Cromatina Espermética (SCD), el Ensayo de Electroforesis en Gel de Célula Unica,
también conocido como ensayo COMET (SCGE) y el Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase dUTP Nick End Labeling (TUNEL) (Evenson, 2016; Lorenzo et al., 2013).
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Cabe destaca que la SCSA fue la primera prueba desarrollada para la deteccion de
dafos en el material genético espermatico mediante citometria de flujo de naranja de
acridina. Este fluorocromo emite en un color diferente segun el tipo de cadena a la que
esté unido. Si se une a una cadena simple, es decir, a fragmentos rotos de ADN, emite
fluorescencia roja. Sin embargo, si se une a ADN de doble cadena, emite fluorescencia
verde, por lo que el ADN no esta fragmentado (Figura 1). El equilibrio entre el rojo y el
verde emitido por el citdmetro de flujo es lo que determina el porcentaje de células con

ADN fragmentado (Evenson, 2016).

100 - o
= 1 SCSA® - Acridine

\\:\ W\_ Orange Stained DNA
N

Native DNA Stainability
(green fluorescence)

ATy

0 Fragmented DNA (red fluorescence) 100

Figura 1. Ensayo de Estructura de la Cromatina Espermatica (SCSA). Extraido de Evenson,
2016.

Por otro lado, la prueba SCD se basa en la dispersion de la cromatina mediante la
aplicacion de 4cido clorhidrico para desnaturalizar la cromatina, afiadiendo una solucién
ligante después. El nivel de fragmentacion del ADN se estima midiendo el tamafio de la
dispersion nuclear con inmunofluorescencia o microscopia Optica. En este caso, la
cantidad de dispersion es inversamente proporcional al nivel de material genético dafiado

(Vandekerckhove et al., 2016).

Por ultimo, en el protocolo de ensayo COMET, las células se lisan para dejar
nucleoides que son las estructuras residuales de ADN, y luego, esos nucleoides se
electroforizan en élcali. Mediante microscopia de fluorescencia, se puede detectar una

imagen similar a la de un cometa, que corresponde a los bucles de ADN que contienen
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roturas. El porcentaje de fluorescencia del ADN en la cola representa la extension del

dafio en el ADN (Lorenzo et al., 2013).

HORMONAS REPRODUCTIVAS MASCULINAS

El sistema endocrino es un sistema de comunicacion y control en el cuerpo humano.
Esta compuesto por una red de glandulas endocrinas que producen y liberan hormonas al
torrente sanguineo. Estas hormonas actlan como mensajeros quimicos, regulando
diversas funciones y procesos en el organismo, como el crecimiento, el metabolismo, la
reproduccion y la respuesta al estrés. Las glandulas endocrinas més importantes incluyen
la glandula pituitaria, la glandula tiroides, las glandulas suprarrenales, el pancreas y los
ovarios o testiculos. Este sistema trabaja junto al sistema nervioso para mantener el

equilibrio interno del cuerpo, mejor conocido como homeostasis (Alves et al., 2013).

Mecanismos de regulacion hormonal

En el inicio de la pubertad, ciertas neuronas en areas especificas del hipotalamo
producen una hormona llamada hormona liberadora de la gonadotropina (GnRH). Esta
hormona viaja hasta la hip6fisis a través de la circulacion portal hipofisaria y se une a
receptores presentes en las células gonadotropas. Como resultado de esta interaccion, se
induce la secrecion de la hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona
luteinizante (LH). Estas hormonas desempefan un papel fundamental en la regulacion del
funcionamiento de los testiculos, siendo el eje hipotaldmico-hipofisario-gonadal el que

controla la actividad gonadal (Alves et al., 2013; Ruwanpura et al., 2010).

Tanto la produccion espermdtica adecuada como la regulacion de las
concentraciones de FSH y LH dependen de mecanismos de retroalimentacion negativa y
sefnales generadas por el propio testiculo. La testosterona tiene la capacidad de inhibir la
produccion de gonadotropinas por la hipofisis y los pulsos de GnRH en el hipotalamo.
De manera similar, el estradiol también actia de forma inhibidora, aunque en menor
medida debido a su concentracion sérica relativamente baja en los hombres. Estos
hallazgos han sido respaldados por estudios como los realizados por Matthiesson et al.,

(2006) y Ruwanpura et al., (2010).
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Hormonas gonadotropinas: FSH y LH

Las gonadotropinas, hormonas glucoproteicas secretadas por la hipofisis anterior,
desempefian un papel crucial en el desarrollo y funcionamiento del testiculo. Estas
hormonas muestran oscilaciones circadianas, alcanzando concentraciones maximas en la
mafiana (Matthiesson et al., 2006). La FSH ha sido ampliamente utilizada en la
evaluacion de la infertilidad masculina. Su accion se dirige hacia las células de Sertoli
presentes en los tibulos seminiferos, estimulando la espermatogénesis (Alves et al,
2013). Ademas, la FSH tiene efectos en la sintesis de proteinas transportadoras, sustratos
energéticos y factores de crecimiento. También activa la expresion de diversos genes y
estimula la produccion de hormonas como la inhibina B (Plazas et al., 2010). En la misma
linea, la LH interactia con receptores de membrana en las células de Leydig y estimula
enzimas clave para la esteroidogénesis, el proceso esencial para la produccion de
testosterona que sustenta la espermatogénesis. Se ha observado que los hombres estériles
presentan niveles séricos mas elevados de LH en comparacion con hombres fértiles, lo
cual indica una mayor estimulacion necesaria para mantener una produccion de
testosterona normal o casi normal (Matthiesson et al., 2006; Dimitriadis et al., 2015).
Asimismo, en los casos de azoospermia secretora secundaria a un bloqueo completo de
la maduracion, es posible encontrar valores normales de FSH, pudiendo, ademads, ser
normales en pacientes con una alteracion leve o moderada en la espermatogénesis

(incluso si el seminograma es normal) (Trabado et al., 2014).

Hormonas esteroideas: Estradiol y Testosterona

Ambas hormonas son producidas en las células de Leydig por estimulacion directa de la
LH (Ruwanpura et al., 2010; Trabado et al., 2014). Por un lado, el estradiol desempeiia
un papel protector en el entorno testicular al actuar como antioxidante y proteger contra
las especies reactivas de oxigeno (ROS), ademads de prevenir el envejecimiento prematuro
de las células germinales (Hamden et al., 2008). Sin embargo, es importante mantener un
equilibrio adecuado, ya que tanto la deficiencia como el exceso de estradiol pueden tener
consecuencias negativas en la calidad del esperma (Balasinor et al., 2010; Weiss et al.,
2008). Por otro lado, la testosterona, hormona clave en la espermatogénesis, ejerce sus
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efectos biologicos a través de dos vias distintas. La via clasica o primaria implica la
interaccion de la testosterona con receptores de androgenos presentes en las células de
Sertoli, sin embargo, la via secundaria, no genémica, implica respuestas inducidas por la
testosterona a través de segundos mensajeros y vias de sefalizacion diferentes a la via
clasica (Balasinor et al, 2010; Weiss et al., 2008). La testosterona puede actuar
directamente en los tejidos diana o mediante su metabolito, la dihidrotestosterona (DHT),
derivada de la reduccion de la testosterona por la enzima 5 alfa-reductasa. Los principales
objetivos de la accion de la testosterona son: la meiosis, la espermiogénesis, la formacion
y la diferenciacion del tejido testicular. Durante la pubertad, los niveles de testosterona
en la sangre experimentan cambios notables a lo largo del dia, con niveles maximos

alrededor de las 8:00 a.m. (Hamden et al., 2008; Ruwanpura et al., 2010).

Una adecuada espermatogénesis requiere un equilibrio entre andréogenos y
estrogenos. Este equilibrio se mantiene gracias a la aromatasa y factores endocrinos,
autocrinos y paracrinos. La aromatasa se encarga de la conversion de un porcentaje
minimo de testosterona en estradiol de forma irreversible (Carreau et al., 2010; Galeraud-
Denis et al., 2009; Hess, 2003). Los niveles de enzima aromatasa pueden verse influidos
por el porcentaje de grasa corporal. Asi, cuando los niveles de tejido adiposo son
excesivos se producen un aumento la conversion de androgenos en estrogenos. Este
estado metabodlico reduce los niveles de testosterona y es considerado un importante

factor de riesgo subyacente a la infertilidad masculina (Xu et al., 2017).

Inhibina B

La inhibina es una hormona de estructura glucoproteica, secretada exclusivamente en
respuesta a la FSH por parte del sistema gonadal. Al poder encontrarse con dos isoformas
distintas (A o B dependiendo de su subunidad), es conocido que la inhibina B presenta
un ciclo circadiano similar a la testosterona, siendo mas altas sus concentraciones por la
mafiana y reduciéndose hasta alcanzar un valor minimo por las noches (Chong et al.,
2015; Yamaguchi et al., 1991). La inhibina B junto con los niveles de FSH con los
marcadores mas sensibles y especificos de la espermatogénesis. Ademas, son marcadores
muy influenciados por la edad cronolégica, puesto que sus niveles disminuyen con el paso

del tiempo. Gracias a esta propiedad, las concentraciones séricas de este marcador son
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consideradas para estimar la calidad del semen o la fecundabilidad en un varén (Mabeck

et al., 2005; Meeker et al., 2007; Pierik et al., 2003).

PATRONES NUTRICIONALES

La nutriciéon desempefia un papel fundamental en la salud reproductiva de los
varones jovenes. Una dieta equilibrada y rica en nutrientes es esencial para la produccion
adecuada de esperma, asi como para mantener la funcidon sexual y reproductiva (Salas-
Huertos et al., 2017). La deficiencia de ciertos nutrientes, como zinc, selenio y acidos
grasos omega-3, se ha asociado con una disminucioén en la calidad del esperma y la
funcion reproductiva. El consumo de tabaco, alcohol y la exposicion a sustancias toxicas
son factores que pueden afectar negativamente la salud reproductiva en varones jovenes.
Estos comportamientos pueden estar asociados con una disminucion en la calidad del

esperma y la funcion sexual. (Salas-Huertos et al., 2017).

Ademas, cabe resefar, que la nutricion en Espafia se caracteriza por una rica
herencia culinaria mediterranea. Propuesto en un primer momento por Keys y Grande en
los afios 50, este patron alimentario se defini6 en una Conferencia Internacional en 1993,
expresado por aquel utilizado en los paises de la Region Mediterranea (Creta, Grecia, Sur
de Italia y Espana) (Trichopoulo & Lagiou, 1997). A pesar de estar bien definido, la
cultura alimentaria mediterrdnea es un conjunto de practicas, representaciones,
expresiones, conocimientos, habilidades, espacios y otras caracteristicas asociadas que la
poblacion mediterrdnea ha construido y recreado histdricamente en interaccion con la

naturaleza, tratindose de un legado sumamente diversificado (UNESCO 2010).

Histéricamente, la dieta mediterranea ha sido una piedra angular de la
alimentacion en Espafa (Figura 2). Este patron alimentario ha sido ampliamente
reconocido por sus beneficios para la salud, incluida la reduccion del riesgo de
enfermedades cardiovasculares y otras enfermedades crénicas no transmisibles,
caracterizdndose por lo siguiente:

= Consumo abundante de alimentos de origen vegetal: frutas y verduras, cereales
integrales, pan, legumbres, hortalizas, frutos secos y semillas.

* Alimentos minimamente procesados.
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= Uso de aceite de oliva virgen extra como fuente principal de grasa (siendo entre
un 25-40% del aporte calorico total, <7% de grasa saturada).

= Consumo diario en cantidad baja de queso y yogur (lacteos).

= Consumo semanal moderado de pescado, marisco y aves de corral.

= Consumo de fruta fresca como postre diario.

* Consumo de carnes rojas muy pocas veces por semana.

= Como base: actividad fisica diaria, descanso adecuado, uso de productos locales

y fomentar las relaciones sociales.

Dulces < 2r

Patatas < 3r Carne roja < 2r
Carnes procesadas < 1r

Carne blanca 2r Huevos 2-4r
>2 Legumbres > 2r

Derivados lacteos 2r

(preferir bajos en grasa)

s / Especias / Ajo / Cebolla
(menos sal anadida)
Variedad de aromas

Frutas 1-2 | Verduras 2 2r N\ Aceite de oliva
Variedad de colores / texturas 2 Pan / Pasta / Arroz / Cuscus /
(Cocidas / Crudas) gc Otros cereales 1-2r

o (preferir integrales)

Semanal

(<. EX. [T

Cada comida
principal

Agua e infusiones de
hierbas

Biodiversidad y estacionalidad
Productos tradicionales, locales
y respetuosos con el
medio ambiente
Actividades culinarias

Actividad fisica diaria
Descanso adecuado
Convivencia

r=Racién

Figura 2. La pirdmide. Fuente: Fundacién Dieta Mediterranea.

La tradicion culinaria Mediterranea es dificilmente aplicable en la cultura actual.
En las tultimas décadas, se ha observado una transicion hacia una dieta mas
occidentalizada, que se caracteriza por un aumento en el consumo de alimentos
ultraprocesados, ricos en azucares, grasas saturadas y sodio, asi como una disminucion
en la ingesta de alimentos frescos y naturales. Este cambio en los habitos alimentarios ha
llevado a preocupaciones sobre la creciente prevalencia de obesidad y las enfermedades
crénicas no transmisibles relacionadas en la poblacion adulta e infantil. Por esa razon, la

Escuela de Salud Publica de Harvard, siguiendo los principios de una Dieta Mediterranea,
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idearon una guia alimentaria desarrollada por expertos en nutricion (Healthy Living

Guide 2023/2024). El plato de Harvard se presentdé como herramienta visual para

promover una alimentacion saludable y equilibrada. Este plato se basa en evidencia

cientifica y en las recomendaciones dietéticas para la prevencion de enfermedades

crénicas, como la obesidad, la diabetes tipo 2 y las enfermedades cardiovasculares. Esta

dividido en secciones que representan los grupos de alimentos y proporciones

recomendadas para cada comida. En su versidon mas reciente (Figura 3), promueve el

consumo de una variedad de alimentos, priorizando aquellos de origen vegetal y

limitando la ingesta de carnes rojas y procesadas, asi como de alimentos ricos en azucares

afiadidos y grasas saturadas (Harvard 2011).

-

\.

EL PLATO PARA COMER SALUDABLE

Use aceites saludables
(como aceite de oliva o
canola) para cocinar, en
ensaladas, y en la mesa.
Limite la margarina
(mantequilla). Evite las
grasas trans.

Tome agua, té, o café (con
poco o nada de aztcar).
Limite la leche y lacteos

(1-2 porciones al dia) y el
jugo (1 vaso pequeno al dia).
GRANOS Evite las bebidas azucaradas.

Mientras mas vegetales y
mayor variedad, mejor. Las
patatas (papas) y las patatas
fritas (papas fritas/papitas)

INTEGRALES

Coma una variedad de
granos (cereales) integrales
(como pan de trigo integral,

no cuentan. pasta de granos integrales,

y arroz integral). Limite los

PROTEINA granos refinados (como

Coma muchas frutas, de todos SALUDABLE arroz blanco y pan blanco).
los colores.

<l
& MANTENGASE ACTIVO!

© Harvard University

Escoja pescados, aves, legumbres
(habichuelas/leguminosas/frijoles), y
nueces; limite las carnes rojas y el queso;
evite la tocineta (“bacon”), carnes frias
(fiambres), y otras carnes procesadas.

Harvard T.H. Chan School of Public Health Harvard Medical School Egie
The Nutrition Source Harvard Health Publications \&xt3
www.hsph.harvard.edu/nutritionsource www.health.harvard.edu

Figura 3. El plato para comer saludable. Fuente: Healthy Living Guide 2023/2024.

Igualmente, cabe destacar que, las bebidas azucaradas son soluciones liquidas que

presentan una alta concentracion de azucares exdgenos, tipicamente en forma de sacarosa,
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fructosa o jarabe de maiz con alto contenido de fructosa. Estos compuestos sacaridos
confieren un perfil gustativo dulce, el cual suele resultar altamente atractivo para el
paladar del consumidor. Entre los ejemplos usuales de bebidas azucaradas se incluyen
bebidas carbonatadas, zumos de frutas procesados, bebidas energéticas, sueros deportivos
y ciertas infusiones de té o café que han sido edulcoradas. Estas bebidas representan una
fuente concentrada de calorias y carbohidratos simples, pero a menudo carecen de
nutrientes esenciales como vitaminas, minerales o fibra dietética. Su popularidad se debe
en gran parte a su sabor agradable y a la publicidad agresiva que a menudo promueve un

estilo de vida moderno y enérgico (The nutrition source, 2014).

El consumo de bebidas azucaradas es un tema de interés crucial en salud publica
debido a su asociacion con diversos problemas de salud, como la obesidad, la diabetes
tipo 2, las enfermedades cardiovasculares y la salud reproductiva. A nivel global, el
consumo de bebidas azucaradas ha experimentado un aumento significativo en las tltimas
décadas. Segun un estudio de Malik et al., (2019), el consumo de bebidas azucaradas ha
aumentado en mas del 30% entre 1990 y 2010, siendo este aumento mas pronunciado en
paises de ingresos bajos y medianos, donde se ha observado una transicion hacia dietas

mas occidentalizadas.

En el caso especifico de Espana, el consumo de bebidas azucaradas también ha
sido objeto de preocupacion. Segun datos del Ministerio de Sanidad, Consumo y
Bienestar Social de Espana (2019), el consumo per cépita de bebidas azucaradas en el
pais era de aproximadamente 94 litros por persona en 2017. Esto representa un descenso
en comparacion con afios anteriores, pero sigue siendo una cifra significativamente alta.
Ademas, segun el informe de la Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria
y Nutricion (AECOSAN, 2020), las bebidas azucaradas son una de las principales fuentes
de azucares afiadidos en la dieta de los espafioles, contribuyendo de manera considerable

a la ingesta diaria calorica total (400 kcal mas al dia).

Para abordar este problema, se han implementado diversas intervenciones y

politicas de salud publica en Espafia:

1. Impuesto sobre las bebidas azucaradas:
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En 2017, Catalufia introdujo un impuesto sobre las bebidas azucaradas, siendo la
primera comunidad autéonoma en Espana en adoptar tal medida. Este impuesto
grava las bebidas azucaradas en funcion de su contenido de azucar, con el objetivo

de reducir su consumo y fomentar habitos mas saludables.

1i. Etiquetado nutricional:

Espana ha impulsado la adopcion del etiquetado frontal de los productos
alimenticios, como el sistema Nutri-Score, que clasifica los alimentos y bebidas
en una escala de colores y letras segtn su calidad nutricional. Este sistema facilita
a los consumidores la identificacion de productos mas saludables, incluyendo la

reduccion del consumo de bebidas con alto contenido de azicar (AESAN, 2023).

1i1. Regulacion de la publicidad:

Se han implementado restricciones en la publicidad de bebidas azucaradas
dirigidas a nifos. En 2005, el Ministerio de Sanidad lanzé el Coédigo PAOS
(Codigo de Autorregulacion de la Publicidad de Alimentos y Bebidas Dirigida a
Menores, Prevencion de la Obesidad y Salud), que establece normas para la
publicidad y el marketing de alimentos y bebidas, incluidas las bebidas
azucaradas, con el objetivo de proteger a los nifios de mensajes publicitarios

engafiosos o que fomenten hébitos poco saludables (AESAN, 2005).

1v. Colaboracidén con la industria alimentaria:

El Plan de Colaboracion para la Mejora de la Composicion de los Alimentos y
Bebidas y otras Medidas 2020, impulsado por la Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricion (AESAN), busca reducir el contenido de azlcar, grasas y
sal en los alimentos y bebidas a través de acuerdos voluntarios con la industria

alimentaria (AESAN, 2020).
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EXPOSICION A DISRUPTORES ENDOCRINOS (DE)

El término anglosajon “Endocrine disruptors” se puso de manifiesto, por primera
vez, en la Conferencia de Wingspread en 1991, como “el problema global de la
alteracion endocrina”. Como antecedentes podemos destacar el libro Primaveras
Silenciosas de Rachel Carson (1962), en el que la autora expuso los efectos perjudiciales
de los plaguicidas sobre la fauna acuatica y silvestre en los EE.UU. Actualmente, la
definicion mas ampliamente aceptada es la de la Organizacion Mundial de la Salud que
en 2002 definid la disrupcion endocrina (DE) como, “sustancias exogenas que alteran la
funcion(es) del sistema endocrino y en consecuencia causan efectos adversos en la salud

de un organismo intacto o su progenie, o (sub) poblaciones” (UNEP/WHO, 2013).

Los mecanismos de actuacion de los DE es muy dispar. Algunos pueden actuar
sobre la sintesis, distribucion o transporte de las hormonas. Otros, en cambio, pueden
mimetizar la accion de las hormonas naturales, aumentando o disminuyendo su
concentracion sérica. Como resultado, en los ultimos afios se han descrito numerosos
efectos adversos asociados a los mismos (alteracion en el desarrollo y crecimiento,
funcién cerebral, comportamiento, metabolismo, balance energético o sistema

reproductivo) (Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Varticovski et al., 2022).

Estas sustancias pueden actuar en cualquier etapa de la vida, al igual que las
hormonas. Cabe destacar, que durante el ciclo vital de los humanos existen unos periodos
claves de desarrollo del organismo, denominadas “ventanas de susceptibilidad”
sumamente sensibles los efectos adversos de los DE. Este aumento de la sensibilidad a
estas sustancias en edades tempranas también puede ser explicado por la falta de
mecanismos protectores, presentes en el adulto, pero no en la infancia, como la presencia
de enzimas detoxificantes, el ADN reparador, un higado maduro que permita la

eliminacion de estos quimicos o la barrera hematoencefalica (Varticovski et al., 2022).

En cuanto a la clasificacion de los DE, estos se podrian dividir un dos grandes
grupos. En primer lugar, encontramos los DE persistentes. Estos tienen alta afinidad por
el tejido adiposo y se bioacumulan. En el segundo lugar, hallamos los DE no persistentes.
No se acumulan en el cuerpo, presentan una vida media corta y se eliminan por la orina.

No obstante, dado que se produce una exposicion regular, continua e inadvertida a estas
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sustancias, a este ultimo grupo se le denomina también compuestos “pseudo-persistentes”
(UNEP/WHO, 2013). Algunos ejemplos de toxicos no persistentes o pseudo-persistentes

son: el Bisfenol A, los parabenos y benzofenonas.

Bisfenol A

El bisfenol A (BPA) es un mondémero quimico ampliamente utilizado en la
produccion de pléstico policarbonato, resinas epoxi, envases y embalajes para alimentos,
revestimiento de latas, albaiileria, barnices, materiales ortopédicos, tintes, alimentos,
productos manufacturados y productos farmacéuticos (Akingbemi et al., 2004; Wetherill
et al, 2007). Es una de las sustancias quimicas mads estudiadas por su efecto
potencialmente perjudicial para la salud reproductiva (Adoamnei ef al., 2018a), ya que
presenta efectos estrogénicos y antiandrogénicos a través de la interacciéon con los
receptores de estrogeno (ER) y androgeno (AR) (Akingbemi ef al., 2004; Wetherill et al.,
2007).

La exposicion al BPA se da, principalmente, por ingestion diaria a partir de la
filtracion del recubrimiento interno de los envases de conservas y microondas durante el
proceso de calentamiento de los alimentos; y a través de refrescos o agua en botellas de
policarbonato, debido al uso repetido o al contacto con cualquier sustancia acida o

alcalina (Zamkowska et al., 2018).

Los estudios realizados en animales han evidenciado de manera consistente que
la exposicion al BPA ya sea durante la etapa peripuberal o en la adultez, conlleva una
marcada reduccion en los niveles de testosterona y en el recuento de espermatozoides
(Al-Hiyasat et al., 2002; Herath et al., 2004; Richter et al., 2007; Takao et al., 1999; Tohei
et al., 2001). Sin embargo, se debe mencionar que existen investigaciones que no han
identificado un efecto discernible de la exposicion al BPA en los parametros

reproductivos de ciertos roedores (Ema et al., 2001; Tyl et al., 2002).

Por otro lado, la exposicion a BPA en la edad adulta y su impacto en la funcién
reproductiva de hombres ha sido tema de multiples estudios observacionales. Estos

estudios han abordado diversas poblaciones, incluyendo hombres expuestos
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ocupacionalmente al BPA, aquellos con fertilidad comprobada o potencialmente
afectada, la poblacion general y hombres sin conocimiento especifico sobre su fertilidad.
Dichos estudios, a dia de hoy, presentan discrepancias significativas (Chen et al., 2013;
Den Hond et al., 2015; Galloway et al., 2010; Goldstone et al., 2015; Hanaoka et al.,
2002; Liet al., 2011; Lassen et al., 2014; Meeker et al., 2010 a,b; Mendiola et al., 2010;
Takeuchi & Tsutsumi, 2002; Vitku et al., 2016; Zhou et al., 2013). No obstante, es
importante sefalar que los estudios que han investigado las asociaciones entre la
exposicion a BPA y la funcion reproductiva en hombres no seleccionados por su funcion
testicular son notoriamente limitados en nlimero y alcance (Lassen et al., 2014, Mendiola

etal., 2010).

Parabenos

En la década de 1920, los parabenos hicieron su primera aparicion como agentes
conservantes en productos farmacéuticos (Liebert, 1984). Hoy en dia, estos compuestos
se encuentran en uso extendido, principalmente como conservantes en cosméticos y
productos farmacéuticos, pero también se emplean en la industria alimentaria y en
productos industriales (Btedzka er al, 2014). Estos compuestos y sus sales se han
integrado de manera frecuente en diversas formulaciones bien de uso topico o bien
farmacéutico y alimentar, principalmente debido a sus propiedades bactericidas y
fungicidas. También son conocidos como ésteres del acido 4-hidroxibenzoico o p-
hidroxibenzoico. Los tipos méas comunes de parabenos utilizados en este contexto son el

metilparabeno (MP), etilparabeno (EP), propilparabeno (PP) y butilparabeno (BP).

Dentro de estos, el metilparabeno y el propilparabeno son los mas frecuentemente
utilizados y suelen encontrarse combinados. En particular, el propilparabeno destaca
como uno de los parabenos mas comunmente empleados en preparaciones farmacéuticas.
No obstante, los estudios de toxicologia acerca de estos compuestos que su actividad
estrogénica aumenta segiin aumenta la complejidad de la molécula y también se ha visto
que las combinaciones de parabenos muestran una mayor actividad que los compuestos
individuales. Este efecto se denomina “efecto coctel”. (Boehm y Maddox, 1973; Soni et
al., 2005; Nufiez et al., 2008; Andersen, 2008; Btedzka et al., 2014; Bolujoko et al.,
2021).
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El hallazgo de parabenos en muestras de orina sugiere una exposicion humana a
través de diversas fuentes (Moos et al., 2014; Shirai et al., 2013; Wang y Kannan, 2016).
Se han examinado exposiciones derivadas de alimentos, cosméticos y productos
farmacéuticos, con resultados contrastados en estudios poblacionales (Cashman y
Warshaw, 2005; Guo y Kannan, 2013; Guo et al., 2014; Soni et al., 2005). No obstante,
todos los analisis indican que los cosméticos predominan como la principal fuente de
exposicion a parabenos en humanos (Soni ef al., 2005; Btedzka et al., 2014;). Ademas,

se han detectado en el aire, el polvo y los suelos (Btedzka et al, 2014) (Figura 4).
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Figura 4. Los Parabenos y sus efectos sobre la salud humana. Fuente: Bolujoko ef al.,

2021.

Cabe resaltar que la literatura cientifica sugiere una posible correlacion entre los
parabenos y la reduccion tanto en la cantidad como en la calidad del semen. Un estudio
en ratas observd niveles mas bajos de testosterona en el suero de machos expuestos a
parabenos, relacionandolo con una reduccioén dependiente de la dosis en la produccion de
espermatozoides (Oishi et al., 2002). En la misma linea, se ha asociado el butilparabeno
con dafio en los espermatozoides, aunque no se encontraron pruebas de una relacion entre
los parabenos detectados en la orina y los niveles hormonales o la calidad del semen

(Meeker et al., 2011) en humanos. Sin embargo, Smarr y colaboradores vincularon los
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parabenos de metilo, etilo y butilo con una disminucién en el recuento de
espermatozoides, asi como con varios indicadores de motilidad espermética (Smarr et al.,

2018).

También hay evidencias de que los parabenos tienen la capacidad de estimular la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) tanto a nivel mitocondrial como
citosdlico, lo cual inhibe la motilidad y la viabilidad de los espermatozoides de manera
dependiente de la dosis (Samarasinghe er al., 2018). No obstante, también existen

estudios que sugieren hallazgos contradictorios sobre este tema (Tavares ef al., 2009).

Benzofenonas

Las benzofenonas (BP) son compuestos organicos ampliamente empleados como
filtros UV, debido a su capacidad de absorber, con baja transformacion, radiacion
ultravioleta de los tipos UV-A (ultravioleta de onda larga) y UV-B (ultravioleta de onda
media) (Adoamnei et al., 2018b). A esta familia orgdnica pertenecen mas de 12
compuestos quimicos, los cuales se caracterizan por poseer en su estructura una cetona
aromatica (dos anillos bencénicos) con diferentes sustituyentes (heteroatomo, grupo

funcional o grupo alquilo) (Tolls et al., 2009).

La benzofenona-3 (BP3) ha sido por mucho tiempo el compuesto méas empleado
de esta familia en diferentes formulaciones industriales y cosméticas. Ademas de la BP3
solo la benzofenona 4 (BP4) estd permitida para uso en cosmética. Sin embargo, otros
derivados de la benzofenona se utilizan en otros ambitos industriales, como en la

produccion de plasticos (Bliithgen et al., 2012).

Algunos estudios indican que la exposicion a elevados niveles de compuestos tipo
benzofenona puede estar ligados a trastornos relacionados con la produccion de
estrogenos, como es el caso de la endometriosis en mujeres (Kunisue et al., 2012; Zhang
etal., 2013). Asi mismo, la administracion oral y dérmica de BP3 a poblaciones de ratones
mostro alteracion en diferentes drganos como higado y rifiones y se presume que podria
ser causa de eczema de contacto, melanoma y cancer de mama ya que un alto porcentaje
de este compuesto puede penetrar la piel y alcanzar el torrente sanguineo (Garcia et al.,

2011).

40



También se ha observado que, en humanos y animales, la BP3 puede ser
metabolizada, generando BP1, la cual tiene una actividad estrogénica mucho mayor.
Adicionalmente, en cuanto a la BP2, ésta también ha sido asociada con trastornos
estrogénicos, los cuales pueden alterar el balance hormonal de diferentes especies

animales (Zhang et al., 2013)
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JUSTIFICACION

En las ultimas décadas, la literatura cientifica ha mostrado una posible
disminucion constante y progresiva en la concentraciéon y conteo de
espermatozoides en hombres. Este fendmeno podria tener graves repercusiones en
la capacidad reproductiva tanto a nivel individual como para la especie en su

conjunto.

Se ha planteado la posibilidad de que factores como el estilo de vida- mas
especificamente la nutricion- o la exposicion en el entorno laboral o ambiental a
sustancias toxicas y contaminantes puedan estar relacionados con esta tendencia

observada, afectando la funcion reproductiva masculina.

No obstante, hasta la fecha, son escasos o practicamente inexistentes los
estudios que hayan examinado las relaciones entre la exposicion a disruptores
endocrinos no persistentes, como el BPA, parabenos o filtros UV del tipo
benzofenonas, y los parametros reproductivos en hombres que no fueron
seleccionados en base a su funcion testicular o sin que se tuviera conocimiento de
su fertilidad. Asimismo, esta relacion escasamente estudiada habia sido siempre
evaluada de manera individual y lineal, sin analizar la exposicion a disruptores

endocrinos en su conjunto como una exposicion a mezclas o efecto coctel.

Por el otro lado, el uso de la fragmentacion espermdtica como indicador
indirecto de la fecundidad masculina aun sigue siendo estudiada, pudiendo aportar
mas informacion de como estas exposiciones diarias pudiera influir en el ambito

reproductivo masculino.

Esta carencia de informacion destaca la oportunidad y relevancia de llevar a
cabo este conjunto de investigaciones para profundizar y aportar mayor claridad
sobre los factores que influyen en la funcion reproductiva masculina en nuestro

entorno mas cercano.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo es analizar las asociaciones entre aspectos nutricionales
y exposiciones a compuestos medioambientales y diversos parametros reproductivos en

varones jovenes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la asociacion entre el consumo de bebidas azucaradas y los parametros

reproductivos en jovenes varones.

2. Analizar la asociacién entre la exposicion al Bisfenol A y el Indice de

Fragmentacion del ADN espermatico en jovenes varones.

3. Analizar la asociacion entre la exposicion a multiples Disruptores Endocrinos y

el Indice de Fragmentacion del ADN espermatico en jovenes varones.
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CONCLUSIONES FINALES

1. Hallamos que los varones en el cuartil més alto de ingesta de bebidas
azucaradas presentaron un mayor porcentaje de espermatozoides
morfolégicamente normales (37,4% [6,1, 68,3]) (p-tendencia = 0,047) y
niveles de estradiol mas altos (9,5% [3,5, 22,5] (p-tendencia = 0,047) que
los del primer cuartil. La ingesta de bebidas azucaradas no se relacion6 con

otros parametros de calidad seminal o niveles de hormonas reproductivas.

2. No se encontré ninguna asociacion entre las concentraciones urinarias de
BPA y el Indice de Fragmentacion Espermatica en el grupo total. Sin
embargo, en el subgrupo de hombres con indice SDF> 30%, se observaron
asociaciones positivas significativas entre cuartiles (p-tendencia= 0,02) y
como niveles continuos de BPA se observaron [ = 0,055; 1C95%: (0,002;
0,108)].

3. Se observé que el aumento de la concentracion urinaria de 4-OHBP era el
factor que mas contribuia a la asociacion negativa entre los niveles de
Disruptores Endocrinos analizados y Indice de Fragmentacion Espermatica,
siendo de -5,5 % [IC 95 %: (-10,7, -0,3)] para los del p50 y de -5,4 % [IC95
%: (-10,8, -0,1)] para los de p75. No se observaron asociaciones
significativas entre otros Disruptores Endocrinos y el Indice de
Fragmentacion Espermatica. No obstante, es probable que los efectos
encontrados sean pequefios y de significado clinico incierto, siendo
necesario mas investigaciones para reproducir nuestros hallazgos en otras

poblaciones masculinas.
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AN, ABSTRACT
W

Background: There has been a decrease in male fertility in recent years. During the same
period, there were important dietary changes, including an increase in sugar-sweetened
beverage intake (SSB). The relation between SSB and male reproduction functions in
humans are barely described in the literature.

Methods: Cross-sectional study with 209 participants (18-23 years old) recruited during
one year in Murcia, Spain. All men provided semen and blood samples the same day.
SSB consumption was evaluated using a 10l-item validated food frequency
questionnaire. Reproductive hormones were analysed from serum samples, obtaining
levels of follicle-stimulating hormone (FSH), inhibin B, luteinizing hormone (LH),
estradiol (E2), and testosterone (T). The evaluation of semen analysis consisted of
seminal volume, sperm concentration, total sperm count, percentage of morphologically
normal sperm, and percentage of motile sperm. SSB intake association with semen
parameters and hormone levels were examined using linear regression, adjusting for
possible confounders.

Results: Men in the highest quartile of the SSB intake had a higher percentage of
morphologically normal sperm, 37,4% [6.1, 68.3] than men in the lowest quartile (P,
trend= 0.047) and higher estradiol levels than those in the first quartile (9,5% [-3.5, 22.5]
(P, trend=0.047)). SSB intake was unrelated to other semen quality parameters or
reproductive hormone levels.

Conclusions: Our results indicate that sperm morphology and estradiol levels may be
associated with sugar-sweetened beverage intake. These findings might be explained by
physiological metabolism homeostasis, though more studies are required to confirm these
results and draw conclusions in other male populations.
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Background: Bisphenol A (BPA) is one of the most common endocrine disruptor
compounds in our environment, promoting a xenoestrogenic state. Numerous studies
have shown a relationship between exposure to BPA and male infertility problems.
Spermatic DNA integrity is a critical factor for the correct transmission of paternal genetic
material to the embryo. However, only a very few studies have investigated the

association between urinary BPA concentrations and human sperm DNA fragmentation
(SDF).

Methods: Cross-sectional study conducted with 158 healthy university students (18-23
years), recruited between 2010-2011 in the Region of Murcia (Spain). The subjects
provided urine and semen samples on a single day. Urinary BPA concentrations were
measured by dispersive liquid-liquid microextraction and ultrahigh performance liquid
chromatography with tandem mass spectrometry detection, and SDF analysed using the
Sperm Chromatin Dispersion test. Statistical analyses were made using linear regression
adjusting for potential covariates and confounding factors.

Results: No association was found between urinary BPA concentrations and SDF index
in the total group. However, in the subgroup of men with SDF index> 30%, significant
positive associations across quartiles (p-trend=0.02) and as a continuous BPA levels were
observed ( = 0.055, 95%, CI: 0.002; 0.108).

Conclusion: Our results show that, within the subgroup of men with relatively high SDF
index, the higher the concentration of BPA the greater the SDF index. Nonetheless, more
studies are required to confirm these results and draw conclusions in other male
populations.
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ABSTRACT

Background: Non-persistent endocrine disruptor compounds (EDC) are exposed to
exogenous substances that may interfere with various molecular and cellular processes,
promoting a potential estrogenic, androgenic, or anti-androgenic state. A few studies have
shown a relationship between exposure to individual non-persistent EDC and sperm DNA
fragmentation in several male populations. However, no studies have investigated the
association between combined exposure to non-persistent EDC and sperm DNA
fragmentation rate in young men.

Methods: A cross-sectional study was conducted with 158 healthy university students
(18-23 years), recruited between 2010-2011 in the Region of Murcia (Spain). The
participants provided spot urine and semen samples on the same day. The concentrations
of urinary bisphenol A (BPA), benzophenones (2,4-dihydroxybenzophenone (BP-1);
2,2",4,4’-tetrahydroxybenzophenone (BP-2), 2-hydroxy-4-methoxybenzophenone (BP-
3), 2,2’-dihydroxy-4-methoxybenzophenone (BP-8), 4-hydroxybenzophenone (4OH-
BP)), and parabens (methylparaben, ethylparaben, propylparaben, butylparaben) were
measured by dispersive liquid-liquid microextraction and ultrahigh-performance liquid
chromatography with tandem mass spectrometry detection. Human sperm DNA
fragmentation (SDF) was analysed using a Sperm Chromatin Dispersion test. Statistical
analyses were carried out using Bayesian Kernel Machine Regression (BKMR) models
to evaluate associations between combined exposure to these compounds and sperm DNA
fragmentation index.

Results: The increase in urinary concentration of 4OHBP was found to be the most
important contributor to the negative association between EDC levels and SDF index,
being of -5.5 % [95% CI: -10.7, -0.3] for those in p50, and -5.4 % [95% CI: -10.8, -0.1]
for those in p75. No significant associations were observed between other EDCs and the
SDF index.

Conclusion: Our findings show that urinary 4OHBP levels may be associated with a
decrease in the SDF index. Nonetheless, the effects we found were likely to be small and
of uncertain clinical significance. Further research is needed to replicate our findings in
other male population.
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