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1. RESUMEN

1.1 Resumen

Introduccién: Diversos estudios muestran una disminucién en
la concentracién espermatica en las dltimas décadas. Ademas, también
se ha descrito un descenso de los niveles de testosterona, incremento
en la incidencia de cancer de testiculo, criptorquidia e hipospadias,
junto con el aparente aumento en la demanda de técnicas de
reproduccién asistida. Estas alteraciones se han relacionado con
exposiciones a téxicos y contaminantes ambientales, estilos de vida o
ciertos factores nutricionales, pero que en gran medida adn son
desconocidos, permanecen inexplorados o no han sido

suficientemente estudiados.

El objetivo general de este trabajo es profundizar en el estudio
de la fertilidad masculina, abordando el problema desde Ila
perspectiva de posibles factores medioambientales y habitos de vida
que pudieran alterar la calidad seminal y los niveles de hormonas

reproductivas. Los objetivos especificos son:

1. Analizar la asociacién entre los niveles ambientales de plaguicidas
organofosforados, medidos por sus metabolitos urinarios
(dialquilfosfatos) y su relaciéon con los parametros reproductivos
(calidad seminal y niveles hormonales) en varones de parejas que

acuden a un servicio de infertilidad.

2. Evaluar la correlacion entre los biomarcadores de estrés oxidativo
(oxido nitrico y malondialdehido), y la capacidad antioxidante
total (TAC), ambos medidos en suero y en semen, y sus

asociaciones con parametros reproductivos en dichos varones.



3. Examinar las asociaciones entre la distancia anogenital (DAG) y la
calidad seminal y su uso como un posible biomarcador clinico de la

capacidad reproductiva en esta poblacién de varones.

Metodologia:

Poblacion de estudio: El estudio se llevd a cabo en varones de
entre 25 y 38 afos, procedentes de la consulta de esterilidad del
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca. De los 220
pacientes a los que se les invité a participar en el estudio 162
aceptaron. De ellos 141 volvieron para un analisis seminal, 122
accedieron a realizarse un analisis sanguineo, 119 fueron capaces de
obtener una muestra de orina, 116 devolvieron los cuestionarios
cumplimentados y 91 accedieron a realizarse un examen fisico que

incluyera la medicion de DAG.

Espermiograma: Se analizaron la concentracion, el porcentaje
de espermatozoides moviles y la morfologia espermatica siguiendo los
criterios de la OMS. Ademads, se calcularon el recuento total y el
recuento total de espermatozoides méviles. Las horas de abstinencia

se calcularon para posteriores analisis.

Examen fisico: El peso corporal y la altura fueron medidos y se
calcul6 el indice de masa corporal (IMC). Ademas se midieron las dos
distancias anogenitales por duplicado. La distancia anogenital larga
(DAGar) que comprende desde la base del pene hasta el centro del
ano, y la distancia anogenital corta (DAGas), medida desde la base

posterior del escroto hasta el centro del ano.

Analisis hormonal: Se determinaron las concentraciones

serolégicas de las siguientes hormonas: testosterona (T), estradiol



(E2), prolactina (PRL), hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona

luteinizante (LH).

Plaguicidas organofosforados: Las muestras de orina fueron
enviadas para su andlisis al Instituto de Prevencion y Medicina
Ocupacional de Alemania. Alli se determinaron los seis metabolitos
urinarios de los organosfosforados, los dialquilfosfatos: dimetilfosfato
(DMP), dimetiltiofosfato (DMTP), dimetilditiofosfato (DMTP),
dietilfosfato (DEP), dietiltiofosfato (DETP) vy dietilditiofosfato
(DEDTP).

Estrés oxidativo: Se analizaron las concentraciones de o6xido
nitrico (ON) en plasma seminal, y las de malondialdehido (MDA) y
capacidad antioxidante total (TAC) tanto en suero sanguineo como en

plasma seminal.

Resultados y conclusiones:

El aumento de la exposicion ambiental a plaguicidas
organofosforados se asoci6 con una disminucion del recuento de
espermatozoides y su movilidad, asi como a una alteracién de los
niveles de hormonas reproductivas. Nuestros resultados sugieren que
estos compuestos tendrian un papel importante en la disrupcion

endocrina en varones de parejas potencialmente infértiles.

Encontramos una asociacién inversa significativa entre los
marcadores bioquimicos de estrés oxidativo y el recuento
espermatico, la movilidad y el porcentaje de morfologia normal.
Ademas, el estrés oxidativo estaria relacionado con la alteracion de los

niveles de hormonas reproductivas en dicha poblacién.



Una DAGas alargada se asoci6 con un aumento de la
concentracion espermatica, recuento total, y el recuento total de
espermatozoides moviles en estos varones. La DAG podria resultar de
interés como posible biomarcador clinico de la capacidad
reproductiva en varones, aunque son necesarios mas estudios para

corroborar estos resultados.



1.2  Summary

Introduction: Several studies have shown a secular decline in
sperm concentration over the last decades. In addition, increased
incidence of testicular cancer, cryptorchidism and hypospadias, and a
decrease in testosterone levels have been reported, along with the
growing demand for assisted reproduction techniques. These
conditions have been associated with exposure to environmental
toxins and pollutants, lifestyle or certain nutritional factors but
largely, are still unknown, remain unexplored or have not been

enough characterized.

The overall aim of this work is to perform an in-depth
investigation of male fertility, exploring several potential risk factors,
such as environmental factors and lifestyle habits that could affect
semen quality and serum reproductive hormone levels. The specific

objectives are:

1. To analyze the association between environmental levels of
organophosphate pesticides, measured by their urinary
metabolites (dialkylphosphates) and its relationship to
reproductive parameters (semen quality and hormone levels) in

male partners of couples seeking for infertility treatment.

2. To evaluate the correlation between biomarkers of oxidative stress
(malondialdehyde and nitric oxide), and total antioxidant capacity
(TAC), both measured in serum and semen, and their associations

with reproductive parameters in these men.

3. To examine associations between the anogenital distance (AGD)
and semen quality and its use as a potential clinical biomarker of

reproductive capacity in this population of males.
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Methodology

Study population: This study was carried out in men attending
infertility services of the “Virgen de la Arrixaca” University Hospital in
the Murcia Region (Southern Spain), 25-38 years old. Of the 220 men
who were offered participation in the study, 162 accepted. Of these,
141 returned for semen analysis, 122 agreed to have a blood drawn,
119 were able to obtain a urine sample, 116 delivered the completed

questionnaires and agreed for a physical examination including AGD.

Semen Analysis: Sperm concentration, the percentage of motile
sperm and morphological analysis were determined following the
WHO criteria. In addition, total count and total motile sperm count
were calculated. Time of abstinence (hours) were calculated for

further analysis.

Physical examination: Body weight and height were measured
and body mass index (BMI) was calculated. Besides, the two AGD
measurements were assessed in duplicate. The long anogenital
distance, AGDapr, was measured from the cephalad insertion of the
penis to the center of the anus. The short anogenital distance, AGDas,
was measured from the posterior base (first fold) of the scrotum to

the center of the anus.

Hormone analysis: Blood serum concentrations of the following
hormones were determined: Testosterone (T), Estradiol (E2),
Prolactin (PRL), Follicle Stimulating Hormone (FSH) and Luteinizing
Hormone (LH).

Organophosphate pesticides: Urine samples were analyzed in
the Institute for Prevention and Occupational Medicine of the German

Social Accident Insurance (Germany). Six urinary metabolites of
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organophosphate (dialkylphosphates) were determined:
dimethylphosphate ~ (DMP),  dimethylthiophosphate = (DMTP),
dimethyldithiophosphate (DMTP), diethylphosphate (DEP),
diethylthiophosphate (DETP) and diethyldithiophosphate (DEDTP).

Oxidative stress: The concentration of nitric oxide (ON) was
analyzed in seminal plasma, and malondialdehyde (MDA) and total

antioxidant capacity (TAC) in both, blood serum and seminal plasma.

Results and conclusions

An increasing environmental exposure to organophosphate
pesticides is associated with decreased sperm count and motility, and
altered reproductive hormone levels. Our study suggests that these
compounds might have an important role in disrupting endocrine

function in male partners of couples seeking for infertility treatment.

We found a significant inverse association between biomarkers
of oxidative stress and sperm count, motility and the percentage of
morphologically normal sperm. In addition, oxidative stress may be
correlated to altered levels of reproductive hormones in potentially

infertile men.

Significant positive associations between AGDas measures and
sperm concentration, total sperm count, and total sperm motile count
were detected in these men. AGD could be of interest as a potential
clinical biomarker of reproductive capacity in males, although further

studies are needed to confirm these results.
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2. INFORMACION SOBRE LAS PUBLICACIONES

Esta tesis doctoral ha sido realizada segun la modalidad de
compendio de publicaciones en revistas cientificas indexadas en bases de
datos internacionales de reconocido prestigio, tales como el Journal
Citation Reports (JCR). La normativa especifica se incluye en el Articulo
20 del Capitulo II del Reglamento de Doctorado de la Universidad de
Murcia. A tal efecto, es necesario tener publicados o aceptados un nimero
minimo de tres trabajos y el visto bueno de la comisién de rama de

conocimiento y la autorizacion de la Comisién General de Doctorado.

La presente tesis ha obtenido todas las autorizaciones necesarias y las

publicaciones que la componen son las siguientes:

Articulo 1:

“Melgarejo M, Mendiola ], Koch HM, Moiiino-Garcia M, Noguera-
Velasco JA, Torres-Cantero AM. Associations between urinary
organophosphate pesticide metabolite levels and reproductive
parameters in men from an infertility clinic. Environ Res. 2015;137:292-

8"

Informacion previa y criterios de calidad:

e Manuscrito recibido el 7/11/2014; aceptado el 7/1/2015.

e Factor de impacto (JCR, 2014): 4.373

e Areatematica y posicion: Public, environmental & occupational health;

15/165 (D1/Q1).

Aportacion de la doctoranda al trabajo: En primer lugar realicé y
coordiné todo la recogida de datos asociada al trabajo de campo (gestion

de citas, aplicacion de criterios de exclusidon/inclusion, recogidas de
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cuestionarios epidemioldgicos y exdmenes fisicos y muestras bioldgicas),
incluido el procesamiento y andlisis de dichas muestras (hormonas, etc.).
En segundo lugar realicé la mecanizacion de datos, asi como la limpieza y
puesta a punto de las bases de datos para los andlisis estadisticos. En
tercer lugar llevé a cabo, también bajo supervision, los analisis
estadisticos descriptivos, uni y multivariantes relacionados con el
objetivo de conocer la existencia de asociaciones entre los niveles
urinarios de plaguicidas organofosforados y alteraciones reproductivas
(calidad seminal y niveles hormonales) en varones de parejas con
problemas de infertilidad. También generé las tablas y graficos
relacionados con los resultados principales. En cuarto lugar realicé
busquedas en bases bibliograficas para actualizar e interpretar la
discusién de los resultados y lideré la elaboracién y redacciéon de los

borradores hasta la version final del manuscrito.

Articulo 2:

“Mendiola J, Melgarejo M, Moiino-Garcia M, Cutillas-Tolin A, Noguera-
Velasco JA, Torres-Cantero AM. Is anogenital distance associated with
semen quality in male partners of subfertile couples? Andrology.

2015;3:672-6"

Informacion previa y criterios de calidad:

e Manuscrito recibido el 26/3/2015; aceptado el 5/5/2015.
e Factor de impacto (JCR, 2014): 2.298

o Areatematica y posicién: Andrology; 4/7 (Q3).

Aportacion de la doctoranda al trabajo: En primer lugar realicé y

coordiné todo la recogida de datos asociada al trabajo de campo (gestion

de citas, aplicacién de criterios de exclusién/inclusién, recogidas de
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cuestionarios epidemioldgicos y exdmenes fisicos y muestras bioldgicas),
incluido el procesamiento y andlisis de dichas muestras (calidad seminal,
etc.). En segundo lugar realicé la mecanizacién de datos, asi como la
limpieza y puesta a punto de las bases de datos para los andlisis
estadisticos. En tercer lugar llevé a cabo, también bajo supervision, los
analisis estadisticos descriptivos, uni y multivariantes relacionados con el
objetivo de conocer la relacion entre la distancia anogenital (biomarcador
de exposicion al ambiente hormonal prenatal) y la calidad seminal en
varones de parejas con problemas de fertilidad. También generé las tablas
relacionadas con los resultados principales. En cuarto lugar realicé
busquedas en bases bibliograficas para actualizar e interpretar la
discusiéon de los resultados y co-lideré la elaboracién y redaccion de los

borradores hasta la version final del manuscrito.

Articulo 3:

“Melgarejo M, Mendiola ], Mofiino-Garcia M, Cabezas-Herrera J, Tovar-
Zapata I, Noguera-Velasco JA, Torres-Cantero AM. Associations between
oxidative stress biomarkers in different body fluids and reproductive
parameters in male partners of subfertile couples”. Rev Int Androl. 2016;

in press.

Informacion previa y criterios de calidad:

e Manuscrito recibido el 23/03/2015; aceptado el 26/1/2016.
e Factor de impacto (JCR, 2014): 0.227

o Areatematica y posicién: Andrology; 7/7 (Q4).

Aportacion de la doctoranda al trabajo: En primer lugar realicé y
coordiné todo la recogida de datos asociada al trabajo de campo (gestion

de citas, aplicacion de criterios de exclusidon/inclusion, recogidas de
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cuestionarios epidemioldgicos y exdmenes fisicos y muestras bioldgicas),
incluido el procesamiento y andlisis de dichas muestras (parametros de
estrés oxidativo, hormonas, etc.). En segundo lugar realicé Ila
mecanizacion de datos, asi como la limpieza y puesta a punto de las bases
de datos para los analisis estadisticos. En tercer lugar llevé a cabo,
también bajo supervision, los analisis estadisticos descriptivos, uni y
multivariantes relacionados con el objetivo de conocer la relacién entre
los niveles de estrés oxidativos y calidad seminal y niveles hormonales
séricos en varones de parejas con problemas de fertilidad. También
generé las tablas y graficos relacionados con los resultados principales.
En cuarto lugar realicé bliisquedas en bases bibliograficas para actualizar
e interpretar la discusion de los resultados y lideré la elaboracion y

redaccioén de los borradores hasta la version final del manuscrito.
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3. INTRODUCCION GENERAL

3.1 Parametros reproductivos
3.1.1 C(alidad seminal

El liquido seminal es una mezcla de secreciones procedentes
del testiculo, donde se producen los espermatozoides, de la préstata,
las vesiculas seminales y las glandulas bulbouretral y uretral. El
andlisis del semen, seminograma o espermiograma, es el examen
diagnéstico mas importante y sencillo para iniciar un estudio de
infertilidad masculina, aunque por si solo, excepto en el caso de que
no existan espermatozoides en el eyaculado, no puede determinar si

un hombre tiene capacidad para concebir descendencia.

Se entiende por calidad seminal el resultado de la comparacién
de los valores que muestran ciertas caracteristicas seminales con
respecto a wunos valores de referencia, generalmente los

proporcionados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS/WHO).

Las caracteristicas de los espermatozoides (principalmente
movilidad y morfologia), el recuento espermatico (recuento total y
concentraciéon), y la composiciéon del fluido seminal son los

parametros caracteristicos de la calidad seminal (1).

3.1.2 Espermatogénesis

Los espermatozoides, las células germinales masculinas, se
desarrollan en los tibulos seminiferos de los testiculos a lo largo de la
vida del varén, desde la pubertad hasta la edad adulta. El proceso de
desarrollo de estas células se denomina espermatogénesis, y

comprende cuatro fases principales: espermatogoniogénesis, meiosis,

17



espermiogénesis y espermiacion. En humanos la espermatogénesis

tiene una duracion de 74 dias (2).

Espermatogoniogénesis: En esta fase las células germinales de
los tubulos seminiferos se multiplican, dando lugar a las
espermatogonias. Se pueden distinguir tres tipos de espermatogonias
por su morfologia, su posicién en la zona basal del epitelio germinal, y
la capacidad de tincién de su ntcleo: Tipo Ap (claro), Tipo Ad (oscuro)
y Tipo B (3)-(4). Las Tipo A son la reserva de las células madres de la
espermatogénesis, que posteriormente se diferenciaran a las de Tipo
B, hasta dar lugar a las espermatidas. Las espermatogonias estan en
continuo estado de division mitética, usualmente incompleta, dando
lugar a un sincitio de células, que sélo se rompera en los estadios

avanzados de las espermatidas (5).

Meiosis: El estadio de meiosis se manifiesta por cambios en la
disposicion de la cromatina en el nucleo tras la tltima divisién de las
espermatogonias (6). El proceso de meiosis comprende dos divisiones
en donde las células antes de la primera divisiobn se denominan
espermatocitos primarios y antes de la segunda division se
denominan espermatocitos secundarios (7). Estas dos divisiones de
cada espermatocito resultan en cuatro células haploides llamadas

espermatidas.

Espermiogénesis: Durante esta etapa las espermatidas
redondas se van elongando y van perdiendo casi la totalidad de su
citoplasma. Se suceden tres procesos: condensacion de la cromatina
nuclear, formacién del capuch6n acrosomal y desarrollo e

implantacion de las estructuras del flagelo (8).
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Espermiacion: Durante este proceso las espermatidas maduras
son liberadas a la luz de los tdbulos seminiferos pasando a llamarse
espermatozoides. Este proceso es mediado por las células de Sertoli
(9). Una vez liberados los espermatozoides son transportados a través
de los conductos eferentes hacia el epididimo, donde llevaran a cabo

una serie de transformaciones y acabaran de madurar (10).

3.1.3 Pertil hormonal

La evaluacién endocrinoldgica se realiza en todos los hombres
con parametros seminales anormales o con alteraciones clinicas de
baja androgenizacién, aunque se recomienda realizarla en todos los
varones infértiles. Basicamente se miden la hormona foliculo
estimulante (FSH), la hormona luteinizante (LH) y la testosterona. En
los casos de hipogonadismo hipogonadotréfico, ademas hay que

valorar la prolactina (PRL) y la tirotropina (TSH).

Hormonas gonadotropas (FSH y LH): Son glicoproteinas que se
producen en las células gonadotrépicas de la adenohipdfisis y de aqui
van al torrente sanguineo para alcanzar a sus 6rganos diana, que son
las gonadas (ovario y testiculo). Ambas favorecen la maduraciéon de
las gonadas y la formacion de esteroides y asi, capacitan al organismo

para su reproduccion.

Esteroides sexuales u hormonas esteroideas: Son el estrégeno,
la progesterona y los androgenos. La funciéon principal de las
hormonas esteroides es el desarrollo, crecimiento, mantenimiento y
regulacion del sistema reproductor. Tienen que ir unidas a una
proteina plasmatica, para ser transportadas por la sangre. Ejercen su

efecto regulador, tanto en el hipotdlamo como en la adenohipéfisis, ya
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que el gonadotropo tiene receptores tanto para estrégenos como para
progesterona y andrégenos. Los esteroides pueden modular la
secrecion de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y

asi formar una cadena de retroalimentacion con las génadas.

Prolactina (PRL): La prolactina es una hormona peptidica
segregada por las células lactotropas de la adenohipofisis. Puede ser
inducida por fendmenos de estrés. En los varones el comportamiento
de la prolactina puede afectar la funcién adrenal, el equilibrio
electrolitico, desarrollo de senos y galactorrea, decremento del libido
e impotencia, y las funciones de la préstata, vesiculas seminales y

testiculos.

3.1.4 Control hormonal de la espermatogénesis

La regulacion gonadal comienza en el hipotadlamo, el cual
sintetiza y libera, de forma pulsatil, el decapéptido GnRH. La GnRH
actia directamente en las células gonadotropas que son células
especificas de la pituitaria anterior que sintetizan y segregan las
gonadotropinas FSH y LH, que son posteriormente liberadas al

torrente sanguineo.

Una vez en el torrente sanguineo se dirigen al testiculo, y cada
una de ellas a una diana diferente. La LH es la hormona crucial en el
inicio de la espermatogénesis y actia sobre las células intersticiales o
de Leydig aumentando la secrecidn de testosterona. Una parte de la
testosterona es convertida en dihidrotestosterona (DHT) mediante la
enzima 5a-reductasa y liberada al torrente sanguineo para el
mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios, asi como el

control del anabolismo de diferentes tejidos como el hueso y el
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musculo. Otra parte de la testosterona se dirige de forma paracrina

hacia las células de Sertoli de los tibulos seminiferos.

En cambio, la FSH actta sobre las células de Sertoli provocando
en ellas una serie de cambios que permiten el mantenimiento de la
espermatogénesis (11). En concreto, la FSH estimula la secrecién de la
proteina ligadora de andrégenos (ABP), que se unira a la membrana
plasmatica de los espermatocitos actuando como un receptor para la

testosterona.

Este eje hipotalamo-pituitaria-génadas estd regulado por un
proceso de retroalimentacion. La testosterona inhibe la secrecién de
LH y FSH, mientras que la LH estimula la sintesis de testosterona y la

FSH controla la espermatogénesis.

3.2 Exposicion a disruptores endocrinos
3.2.1 Concepto de disruptor endocrino

El concepto de disruptor endocrino se acuiié en 1991 durante
la Conferencia de Wingspread (Wisconsin, USA), donde un grupo de
21 cientificos de diversas disciplinas se reuni6 para discutir la
evidencia de como distintos compuestos quimicos podrian estar
afectando a la reproduccion y al desarrollo de los animales y a la salud
humana. En ella se concluyé que los disruptores endocrinos eran
sustancias quimicas, sintetizadas por el hombre y liberadas al medio
ambiente, asi como algunas naturales, que presentaban un efecto
sobre el sistema endocrino de los hombres y animales. Incluian
compuestos persistentes, organohalogenados y bioacumulables como
algunos plaguicidas (fungicidas, herbicidas e insecticidas),

compuestos de sintesis, y algunos metales (12).
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Los disruptores endocrinos se comportan como hormonas,

alterando la homeostasis normal del sistema endocrino, es decir,

produciendo un desequilibrio en el balance de estrégenos, androgenos

u progestagenos, u hormonas tiroideas, a través de mecanismos de

accion diversos. En general son mayoria los compuestos que son

agonistas o antagonistas de las hormonas sexuales femeninas (13),

por lo que también se les denomina comuUnmente estrogenos

ambientales o xenoestrogenos.

Entre los disruptores endocrinos mas comunes se encuentran:

Compuestos organoclorados: Formados por un esqueleto de
atomos de carbono, en el cual, alguno de los &tomos de hidrégeno
han sido sustituidos por atomos de cloro unidos covalentemente al
carbono. Suelen utilizarse por su accién insecticida o plaguicida,
aunque otros son subproductos de la industria. Entre los mas
estudiados se encuentran el bisfenol-A (BPA) y derivados, los
ftalatos, los bifenilos policlorados (PCBs), las dioxinas, el
diclorodifeniltricloroetano (DDT) y sus metabolitos, y el aldrin.
Compuestos organofosforados: Son compuestos organicos
degradables, que contienen enlaces fosforo-carbono. Se utilizan
comunmente para el control de plagas.

Metales pesados: Los metales pesados téxicos mas conocidos son
el mercurio, el plomo, el cadmio y el arsénico, y en raras ocasiones,
algin no metal como el selenio. A veces también se habla de
contaminacién por metales pesados incluyendo otros elementos
toxicos mas ligeros, como el berilio o el aluminio.

Sustancias perfluoroalquiladas. son un gran grupo de compuestos
que consisten en una cadena alquilica hidrofébica de longitud

variable (total o parcialmente fluorada), con un grupo final
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hidrofilico. Debido a su caracter anfibico tienen amplios usos en la
industria, que incluyen revestimiento antimanchas de tejidos,
revestimientos de papel para el consumo de alimentos, espumas
extintoras, abrillantadores de suelos y formulas de insecticidas.

e Resorcinol: producto de partida de diversos productos, desde
farmacos hasta colorantes como la fluoresceina.

e (omponentes de las plantas: como fitoestrégenos, micoestrogenos,

etc.

3.2.2 Plaguicidas organofosforados

Los  plaguicidas  organofosforados son  compuestos
ampliamente usados para el control de plagas, tanto a nivel doméstico
como en agricultura, especialmente desde que el uso de los
plaguicidas organoclorados, como el DDT se prohibié debido a su

amplia toxicidad y persistencia (14).

Son esteres de acido fosférico o tiofosférico, capaces de
fosforilar el sitio activo de la acetilcolinesterasa, dando lugar a la
acumulacion de acetilcolina y la consecuente sobrestimulacion de los
receptores muscarinicos o nicotinicos (15): Son compuestos
liposolubles y volatiles, caracteristicas que facilitan su absorcion. Su
toxicidad es variable y depende de la via de entrada al organismo. El
cuadro de intoxicacién genera unos sintomas caracteristicos, conocido
como sindrome colinérgico, y que presenta cambios en el estado de

consciencia, debilidad muscular y excesiva actividad secretora (16).

Segun su toxicidad [dosis letal (LD) 50] se clasifican en: de baja
toxicidad (LD>50 mg/kg), como Malathion, Merphos o Proxim;
toxicidad media (LD50>500 mg/kg), entre los que se encuentran
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Chlorpyrifos, Formothion y Quinalphos y de toxicidad alta (LD50<50

mg/kg), como Bomyl, Phosphamidon o Fenamiphos.

A nivel reproductivo, diversos estudios han demostrado que
estos compuestos pueden alterar el eje hipotalamo-pituitario-
testicular (17):(18)(19) y afectar a la calidad seminal y/o los niveles

de hormonas reproductivas séricas (20) (21)-(22).

3.3  Estrés oxidativo
3.3.1 Definicion estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como una situacion en la que existe
tanto un aumento en la velocidad de generacion de especies reactivas
de oxigeno como una disminucién de los sistemas de defensa, lo que

conlleva un aumento de los radicales libres.

Se consideran radicales libres aquellas moléculas que en su
estructura atémica presentan un electréon desapareado o impar en el
orbital externo, dandole una configuracion espacial que genera alta
inestabilidad. Cuando se producen en exceso reaccionan
quimicamente con las macromoléculas (lipidos, proteinas,
carbohidratos y ADN) y alteran las funciones celulares, por lo que
pueden desencadenar un dafo irreversible que, si es muy extenso,

puede llevar a la muerte celular (23).

De todos los radicales libres, las especies reactivas de oxigeno
(EROs) son las mas importantes, y entre ellas destacan el oxigeno
molecular (02), el radical anién superéxido (02-), el radical hidroxilo
(HO-), y su precursor inmediato el peroxido de hidrogeno (H202). De
los secundarios u organicos, destacan el radical peroxilo (ROO-), el

hidropero6xido organico (ROOH) y los lipidos peroxidados (24).
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Entre los mecanismos de defensa para neutralizar a los
radicales libres podemos encontrar dos tipos de antioxidantes, tipo
enzimdtico y no enzimadtico. Las enzimas mdas importantes son la
catalasa, la superéxido dismutasa y la glutation peroxidasa, y
representan la primera barrera frente a la producciéon de radicales
libres. Los de tipo no enzimatico comprenden diversas moléculas
como el glutatidn, ubiquinol, vitamina E, vitamina C, betacarotenos,

flavonoides y oligoelementos.

Cuando los radicales libres atacan a los lipidos se danan las
estructuras ricas en ellas, como las membranas celulares y las
lipoproteinas. Este proceso se conoce como peroxidacion lipidica, y
genera numerosos subproductos como el malondialdehido (MDA). En
el caso de las proteinas se oxidan los aminoacidos dando lugar a una
pérdida de las funciones de las proteinas (transportadores,
mensajeros celulares, enzimas que regulan el metabolismo, etc.).
Cuando la molécula dafiada es el ADN se producen serias
consecuencias, como mutaciones, carcinogénesis o la perdida de

expresion por dafio al gen especifico.

3.3.2 Estrés oxidativo e infertilidad masculina

Cantidades controladas de EROs son necesarias para diversas
funciones del espermatozoide, como la capacidad de fertilizacion, la
reaccion acrosomica, la hiperactivacion, la motilidad y la capacitacion
(25). Sin embargo, cantidades excesivas se consideran tdxicas para el
espermatozoide, y han sido identificadas como uno de los factores de

riesgo asociados con la infertilidad masculina.
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La capacitacibn es el proceso mediante el cual los
espermatozoides adquieren capacidad para fecundar el 6vulo y para
lo que es necesario cantidades controladas de EROs. La capacitacion
tiene lugar en el tracto femenino y es un fenémeno necesario para la
induccion del movimiento hiperactivo del espermatozoide, la
capacidad de interactuar con la zona peltcida, la reacciéon acrosémica

y el inicio de la fusién con el ovocito.

Se ha observado que la incubaciéon de espermatozoides con
bajas concentraciones de peréxido de hidrégeno, oxido nitrico o aniéon
superoxido estimula la capacitacion espermatica. Por otro lado,
también se ha implicado a las EROs en la interaccion del
espermatozoide con el ovocito, ya que la peroxidacion lipidica,
causada por bajos niveles de EROs, conduce a la modificacién de la
membrana celular, facilitando asi la adherencia del espermatozoide al

ovocito (26).

Sin embargo, el exceso de EROs dafa la membrana del
espermatozoide, disminuyendo asi su movilidad y capacidad de
interaccionar con el ovocito. Ademas, las EROs dafnan el ADN de los
espermatozoides comprometiendo la contribucién gendémica paterna

al embrion (27).

3.4  Distancia anogenital

3.4.1 Definicion y caracteristicas de la distancia anogenital (DAG)
La distancia anogenital (DAG) es una medida antropromética

utilizada inicialmente para sexar animales y presenta un dimorfismo

sexual en mamiferos. Estudios en humanos tambien han confirmado

que esta distancia es casi el doble en varones que en mujeres (28).

26



Existen dos variantes de la DAG: la primera, distancia ano
genital alargada (DAGar) comprende desde la insercién del pene hasta
el centro del ano, y la segunda, distancia anogenital acortada (DAGas),
medida desde la base posterior del escroto hasta el centro del ano

(29).

Actualmente la DAG se usa comunmente en estudios de
toxicidad animal como un indicador de la exposiciéon antiandrogénica
prenatal. Durante la séptima u octava semana de gestacion sucede el
periodo conocido como "Ventana de Masculinizacién Programada”,
dentro de la cual los androgenos deben actuar para garantizar el
correcto desarrollo del sistema reproductivo masculino. En este
periodo es cuando la exposiciones a toxicos ambientales podrian
alterar el balance de las acciones androgénicas y estrogénicas,
actuando como disruptores endocrinos, y afectando el desarrollo de
los testiculos y causando anomalias o alteraciones en el tracto

reproductivo masculino, incluyendo la DAG.

3.4.2 Relacion con los pardmetros reproductivos masculinos

Segun la hipétesis del sindrome de disgenesia testicular (TDS),
la exposicién a disruptores endocrinos durante la etapa prenatal
conduciria a variaciones sutiles de los niveles hormonales que
provocarian alteraciones funcionales y morfoldgicas del sistema o
tracto reproductor masculino posnatalmente (30). La afectacion de la
funciéon de las células de Sertoli daria lugar a una alteracion
importante de la diferenciacion de las células germinales, que
clinicamente se manifestaria como baja calidad seminal o incluso la
Otransformacién maligna hacia el cancer testicular. Por otra parte, la

disminucién de la funcién de las células de Leydig conduciria a una
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insuficiencia androgénica, que se manifestaria clinicamente como

hipospadias y/o criptorquidia (31).

La exposicion prenatal a disruptores endocrinos es dificil de
determinar, aunque diversos estudios han mostrado una asociacion
entre la exposiciones fetales y los desordenes en el sistema

reproductivo masculino (32):(33).

La DAG ha sido recientemente propuesta como un biomarcador
del correcto desarrollo genital tanto en adultos como en nifios. Un
acortamiento de la DAG se ha asociado con exposicién a disruptores
endocrinos (34) y relacionado con manifestaciones del TDS, como
hipospadias y criptorquidia (35), asi como con alteraciones en la
calidad seminal (29), de los niveles de hormonas reproductivas (36) e

incluso con el aumento de riesgo de cancer de proéstata (37).
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4. PRESENTACION DE LOS TRABAJOS

4.1 Justificacién del estudio

La infertilidad es un problema de salud que afecta a entre un 4-
17% de las parejas en edad reproductiva, y de ellas alrededor de 40%
de los casos se deben a un factor masculino (38):(39). En Espafia
aproximadamente el 15% de las parejas en edad fértil presentan
problemas para concebir (40), dando lugar al aumento de las

necesidades y demanda de técnicas de reproduccidn asistida.

En 1992 Carlsen y colaboradores realizaron una revision de 61
articulos publicados desde 1938 a 1991 en la que se concluia que la
concentracion  de  espermatozoides  estaba  descendiendo
aproximadamente 1 millén por mililitro anualmente (1%) durante los
ultimos 50 afios. Distintos estudios realizados en los ultimos afios
corroboran un significativo y progresivo descenso en la concentraciéon

seminal (41)-(42), aunque existe controversia al respecto.

Diversos estudios han identificado factores de riesgo que
podrian afectar o estar relacionados con la calidad seminal, como por
ejemplo la exposicibn a compuestos téxicos y/o contaminantes
(43)(44)(45), alteraciones hormonales (46), temperaturas altas
(47), presencia de varicocele (48), uso de teléfono moévil (49),
consumo de alcohol o tabaco (50) o dieta (51), aunque muchos de

ellos todavia no se han estudiado suficientemente (52).

El principal objetivo de los estudios epidemiolégicos sobre la
calidad seminal o fertilidad masculina en Espafia han sido los varones
sanos jovenes o voluntarios de entre 25 y 42 afios de edad
(53)(54)(55)(56). No obstante, hasta donde conocemos, no existen

estudios previos en nuestro dmbito mas cercano que hayan estudiado
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las asociaciones entre estos factores y los pardmetros reproductivos
en varones de parejas que consultan por problemas de infertilidad, lo

cual nos condujo a la realizacién del presente estudio.

4.2  Objetivos generales y especificos

El objetivo general de este trabajo es profundizar en el estudio
de la fertilidad masculina, abordando el problema desde Ila
perspectiva de posibles factores ambientales y habitos de vida que
pudieran alterar la calidad seminal y los niveles de hormonas
reproductivas. También intentamos identificar marcadores que por si
s6los pudieran ser prondsticos de una mala calidad seminal. Para ello
seleccionamos como poblacién de estudio a varones de parejas que
acuden a consultas de infertilidad, ya que es una poblacion
relativamente poco estudiada en Espafa y que seria representativa de

los problemas de fertilidad masculina.

Los objetivos especificos de este trabajo son:

1. Analizar la asociacion entre los niveles ambientales de plaguicidas
organofosforados, medidos por sus metabolitos urinarios
(dialquilfosfatos) y su relacion con los parametros reproductivos
(calidad seminal y niveles hormonales) en varones de parejas que

acuden a un servicio de infertilidad.

2. Evaluar la correlacion entre los biomarcadores de estrés oxidativo
(oxido nitrico y malondialdehido), y la capacidad antioxidante

total (TAC), ambos medidos en suero y en semen, y sus
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asociaciones con parametros reproductivos (calidad seminal y

niveles hormonales) en dichos varones.

3. Examinar las asociaciones entre las medidas de distancia
anogenital (DAG) y la calidad seminal y su uso como un posible
biomarcador clinico de la capacidad reproductiva en esta

poblacién de varones.

4.3 Conclusiones finales

1. Encontramos evidencias de que el aumento de la exposiciéon
ambiental a plaguicidas organofosforados se asociaria con una
disminucién del recuento de espermatozoides y su movilidad, asi
como a una alteracion de los niveles de hormonas reproductivas.
Nuestros resultados sugieren que estos compuestos tendrian un
papel importante en la disrupcién endocrina en varones de parejas

potencialmente infértiles.

2. Segun nuestros resultados el estres oxidativo estaria relacionado
con la calidad seminal en nuestra poblacién de estudio.
Encontramos una asociacion inversa significativa entre los
marcadores bioquimicos de estrés oxidativo y el recuento
espermatico, la movilidad y el porcentaje de morfologia normal.
Ademas, el estrés oxidativo estaria relacionado con la alteracion de

los niveles de hormonas reproductivas en dicha poblacién
3. Una DAGas alargada se asoci6é con un aumento de la concentracion

espermatica, recuento total, y el recuento total de espermatozoides

moviles en estos varones. La DAG podria resultar de interés como
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posible biomarcador clinico de la capacidad reproductiva en
varones, aunque son necesarios mas estudios para corroborar

estos resultados.
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ARTICULO 1: ASSOCIATIONS BETWEEN URINARY
ORGANOPHOSPHATE PESTICIDE METABOLITE LEVELS AND
REPRODUCTIVE PARAMETERS IN MEN FROM AN INFERTILITY
CLINIC.

“http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935115000055”

Associations between urinary organophosphate pesticide metabolite levels

and reproductive parameters in men from an infertility clinic

Publicado por ENVIRONMENTAL RESEARCH

ABSTRACT

Organophosphate (OP) pesticides are compounds used for pest control at home or in
agriculture activities. Almost all OP pesticides are metabolized to at least one of six
possible dialkylphosphates (DAPSs). Despite OP are widely used, their potential effects on
human reproductive health have not yet been fully characterized. The aim of this study
was to evaluate the associations between urinary concentrations of six DAP metabolites
and reproductive parameters in men. All men were attending an infertility clinic and
provided urine, serum and semen samples on the same day. Six DAP metabolites were
measured in urine (dimethylphosphate [DMP], dimethylthiophosphate [DMTP],
dimethyldithiophosphate [DMDTP], diethylphosphate [DEP], diethylthiophosphate
[DETP], and diethyldithiophosphate [DEDTP]). Sperm quality was assessed by
measuring volume, concentration, total sperm count (TSC), motility and morphology, and
serum samples were analyzed for reproductive hormones, including follicle-stimulating
hormone (FSH), luteinizing hormone (LH), testosterone, prolactin and estradiol. Pearson
correlations were used for unadjusted analyses, and multiple linear regression analysis
was performed controlling for appropriate covariates. All men presented detectable
concentrations of at least one urinary OP metabolite. After adjustment by important
covariates, there was a significant positive association between DEDTP concentrations
and LH [(B)=11.4; 95% CT 0.81-22.1] as well as FSH levels [(B)=3.2; 95% CI 0.08-6.2].
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Sperm concentration and TSC were both significantly inversely associated with DMP,
DMDP, DMDTP and Y DAP in multivariate analysis. Besides, there was a significant
inverse association between percentage of motile sperm and DMTP, DMDTP and DEP
metabolite concentrations. Our results suggest that exposure of OP pesticides may be
associated with decreased sperm counts and motility and altered reproductive hormone
levels in male partners of couples seeking for infertility treatment. However, further

studies are warranted to confirm and extent these findings.
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ARTICULO  2: IS ANOGENITAL DISTANCE ASSOCIATED WITH
SEMEN QUALITY IN MALE PARTNERS OF SUBFERTILE COUPLES?

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/andr.12059/full

Is anogenital distance associated with semen quality in male partners of

subfertile couples? - Mendiola - 2015 - Andrology - Wiley Online Library
Publicado por ANDROLOGY

ABSTRACT

Experimental studies have shown that anogenital distance (AGD) at birth reflects
androgen concentrations during prenatal development and predicts adult AGD. In male
rodents, shortened AGD is associated with compromised reproductive function. The aim
of this study was to examine associations between AGD measures and semen quality in
male partners of subfertile couples. All men were attending an infertility service and
provided a semen sample and completed epidemiological questionnaires on lifestyle and
general health. Two variants of AGD [from the anus to the posterior base of the scrotum
(AGDAS) and to the cephalad insertion of the penis (AGDAP)] were assessed in 91 men.
Semen parameters (semen volume, sperm concentration, total sperm counts, motility and
morphology) were determined following WHO guidelines. Associations between AGD
measures and semen quality were tested using multiple regression analyses controlling for
appropriated covariates. In the multivariable analysis, significant positive association
between AGDAS measures and sperm concentration, total sperm count and total sperm
motile count were detected (p-values<0.05). This study represents the first analysis of
AGD in potential infertile European men showing an association between perineal length
and semen parameters. Therefore, AGD may be an important clinical biomarker of

potential clinical interest to assess reproductive capability in men
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ARTICULO 3: ASSOCIATIONS BETWEEN OXIDATIVE STRESS
BIOMARKERS IN DIFFERENT BODY FLUIDS AND REPRODUCTIVE
PARAMETERS IN MALE PARTNERS OF SUBFERTILE COUPLES

“In press”

REVISTA INTERNACIONAL DE ANDROLOGIA

ABSTRACT

Objective: To evaluate the correlations between oxidative stress (OS) biomarkers and
total antioxidant capacity (TAC) in blood serum and seminal plasma, and their
associations with semen quality and serum reproductive hormone concentrations in

potential subfertile men.

Material and method: This is a cross-sectional study conducted in men (n=122) attending
infertility services in the Murcia Region (Southern Spain) between 2012 and 2013.
Concentrations of malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO) and TAC were measured
in blood and semen. Serum samples were analyzed for follicle-stimulating hormone,
luteinizing hormone, testosterone, prolactin and estradiol concentrations. Semen analyses
were performed according to World Health Organization criteria. Correlation analysis and

multiple linear regression models were performed controlling for important covariates.

Results: There was a significant inverse association between serum MDA concentrations
and all sperm parameters, except for seminal volume. Serum TAC concentrations were
positively related to sperm count and motility. A positive association was observed
between seminal plasma NO levels and the percentage of morphologically normal sperm.
With regard to reproductive hormones, serum MDA concentrations were positively

related with FSH and LH levels and TAC inversely associated with FSH levels.

Conclusions: Our results suggest that oxidative stress may be associated with semen

parameters and reproductive hormone levels in male partners of couples seeking for
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infertility treatment. However, further studies are warranted to confirm and extent these

findings, in particular, with regard to serum reproductive hormones.
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