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Bioguimica del plasma seminal

El plasma seminal se compone de las secreciones de las vesiculas seminales,
secrecidn prostética y secrecion del epididimo. Existen varios marcadores bioquimicos
de la funcién de las glandulas accesorias.

Prostata Epididimo Vesiculas seminales.
- Citrato - a -1,4 glucosidasa neutra - Fructosa
- Zinc - L-carnitina. - Prostaglandinas
- y- glutamiltranspeptidasa -Glicerilfosforilcolina
- Fosfatasa &cida.

La eleccion de los marcadores bioquimicos se basa, no en su papel o interés
fisioldgico, sino Unicamente en que sea producido especificamente mediante una de
las glandulas anexas o una zona muy determinada del tracto genital masculino.

Es posible localizar una afeccion del tracto genital en funcién de la disminucién de un
determinado marcador, teniendo en cuenta que:

e cada glandula posee su marcador especifico.

e Si una glandula esta afectada, hay disminucién de la concentracién de su
marcador

e Esta disminucién no es compensada porque no hay mecanismos de regulacion
homeostatica.

e Si hay obstruccion a nivel del tracto, las secreciones de las glandulas situadas
mas arriba no se pueden evacuar y se observara una disminucién del marcador
correspondiente.

Capacidad secretoria de la préstata: la cantidad de zinc, acido citrico o fosfatasa acida
da una medida confiable de la secrecién de la prostata y hay buena correlacién entre
estos marcadores.

Todos aumentan cuando se produce una exclusion del fluido de la vesicula seminal en
el eyaculado, y disminuyen en la atrofia prostéatica por insuficiencia androgénica grave,
prostatitis severa y obstruccion del canal prostatico.

« Acido citrico: su produccion es estimulada por la testosterona. Sus valores
disminuyen en estados inflamatorios o neoplasicos de la prostata y aumentan
ante una insuficiencia de las vesiculas seminales sugiriendo que todo el semen
es de origen prostatico.

o Fosfatasa &cida.

e Zinc: presenta un rol en la estabilizacién de la membrana celular y la cromatina
nuclear del espermatozoide. El zinc presenta propiedades antioxidantes que
participan en la neutralizacion de especies reactivas del oxigeno, las cuales
son una de las principales causas de disfuncion espermética debido a las
alteraciones que producen en la fluidez e integridad de la membrana
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plasmatica del espermatozoide, lo cual se traduce en alteraciones en la
movilidad y morfologia del espermatozoide, y a su papel en la fragmentacion
del ADN. El zinc también tiene propiedades antibacterianas.

Sus valores disminuyen en prostatitis y se elevan en la agenesia bilateral de
conductos deferentes u obstruccion de los conductos eyaculadores, como asi
también en el hipogonadismo.

e Antigeno prostatico especifico: participa en la licuaciéon del fluido seminal para
permitir la movilidad espermatica. En condiciones fisiolégicas normales una
pequefa cantidad filtra hacia la circulacion sanguinea donde alcanza una
concentracion no mayor a los 4,0 ng/mL. Niveles elevados de PSA en suero se
asocian a cancer de prdstata, hipertrofia prostatica benigna o inflamacién
genitourinaria.

Capacidad secretoria de las vesiculas seminales: la presencia de fructosa en el semen
refleja la funcion secretoria de las vesiculas seminales.

Capacidad secretoria del epididimo: L-carnitina, glicerilfosforilcolina (GPC) y [I-
glicosidasa son los marcadores de secrecion epididimaria usados clinicamente.

De la - glicosidasa hay dos isoenzimas en el plasma seminal: la forma predominante
es neutra y se origina en el epididimo mientras que la forma menor, acida, proviene de
la préstata. La forma neutral es mas especifica y sensible de desérdenes del epididimo
que la L-carnitina o la GPC.

e [l- glicosidasa: sus niveles descienden en las obstrucciones bilaterales de las
colas de los vasos deferentes.

e L-carnitina: presenta valores disminuidos en todos los trastornos epididimarios,
como varicocele y en las obstrucciones de la cola de los vasos deferentes.

o (glicerilfosforilcolina (GPC): marcador especifico de la cabeza de los conductos
deferentes. Sus niveles descienden en obstrucciones bilaterales de dicha
zona.

Métodos de cuantificacion.

Obtencioén del plasma seminal

Después de analizar el semen se toma una alicuota de la muestra que queda y se
centrifuga durante 10 minutos a 1000 g. Posteriormente se decanta el plasma seminal
del sobrenadante y se conserva congelado a -20° C hasta su procesamiento.

Pretratamiento del plasma seminal:

e Determinacion de L-carnitina, hay dos posibilidades: realizar previamente la
desproteinizacion con acido perclorico, seguida de una neutralizacién, o bien
se realiza una desproteinizacion por paso a través de membrana de filtracién
MiliporeTM, que elimina las proteinas del plasma seminal.

o Determinacion de fructosa y citrato, se realiza una desproteinizacion seguida
de una neutralizacion.



e Determinacion de zinc, fosfatasas acidas, a-1,4 glucosidasas, se realiza
directamente en el plasma seminal o después de una dilucion en NaCl 0.15M.

Técnicas UV a 340 nm

Permite la cuantificacion de tres sustratos, carnitina, fructosa y citrato a través de una
cascada de reacciones enzimaticas a 37 °C. La Ultima reaccion consiste en la
formacion o el consumo de NADH2 o a NADPH2, que se mide por la variacion a punto
final de la absorbancia por espectrofotometria UV a 340 nm. La deteccién se
desarrolla en dos tiempos:

Se incuba en primer lugar el plasma seminal con el reactivo 1 que contiene el tampén
de reaccion, los sustratos anexos necesarios y las diferentes enzimas de la cascada,
excepto la primera enzima.

Luego se afiade el reactivo 2, reactivo desencadenante, conteniendo la primera
enzima que inicia la cascada de reacciones. Se efectla la medida al final de la
reaccién, cuando se agota el sustrato inicial.

e L-Carnitina

((iamiﬁna-acetil-transferaéé_)

L-carnitina + acetiiCoA i S ————— » acetilcarnitina + CoA

AcetilCoA sintetasa

CoA—ATP + acetato . acetiiCoA + AMP + Ppi
miocinasa
AMP —+ ATP » 2ADP
piruvatocinasa
2 ADP + 2 fosfoenol piruvato » 2 ATP + 2 piruvato
lactato deshidrogenasa
2 piruvato+ 2 NADH,H* 2 lactato + 2 NAD*
e Fructosa
1.* tiempo
hexocinasa
D-glucosa — ATP » | glucosa-6-fosfato + ADP
hexocinasa
D-fructosa— ATP » fructosa-6-fosfato + ADP
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
Glucosa-6-fosfato + NADP » B-fosfogluconato + NADH + H*
2.° tiempo —— —_—

 fosfoglucosa isomerasa >

fructosa-6-fosfato » glucosa-6-fosfato

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

glucosa-6-fosfato + NADP+* 6-fosfogluconato + NADF + H*

Y

El esperma, aunque poca, contiene glucosa que debe ser eliminada por ser una
interferencia. Asi, el primer reactivo contiene la hexoquinasa y la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa que consume toda la glucosa presente en la muestra. La primera
determinacion realizada tiene en cuenta el NADH2 formado a partir de esta glucosa.
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Luego, la fosfoglucoisomerasa, contenida en el segundo reactivo, da lugar a la
continuacion de la determinacion especifica de la fructosa.

Por diferencia de las dos medidas de absorbancia, se consigue la cuantificacién de la
fructosa.

o Citrato
< Citrato ligasa
Citrato ) = = __» oxalato + acetato
malato deshidrogénasa
Oxaloacetato + NADH + H* » L-malato+ piruvato + NAD*
L-lactato deshidrogenasa
Piruvato + NADPH + H* » O-fosfogluconato + NADH + H*
Leyenda: Reactivo RI < ReactivoR2

Técnicas colorimétricas

e L-Carnitina: se mide la formacibn de CoASH después de la accion de la
carnitina acetil transferasa sobre el acetilCoA y sobre la L-carnitina de la
muestra. EI CoOASH formado reacciona con el DTNB para formar el anién 5-tio-
2-nitrobenzoato amarillo que absorbe a 405 nm.

e Fructosa: en condiciones de calor y acidez reacciona con el indol formando un
complejo coloreado que absorbe a 470 nm.

e Zinc: forma con el 5-Br-PAPS un complejo coloreado el cual se mide a punto
final a 560 nm.

o Fosfatasa acida: un sustrato especifico, el a-naftilfosfato, es hidrolizado a 37°C,
acabando en la formacion de un compuesto azoico coloreado. Es un método
cinético colorimétrico: se mide el aumento medio de densidad 6ptica por minuto
a 405 nm durante 3 minutos (método de Hillmann modificado).

e 0a-1,4 Glucosidasa neutra: la actividad enzimatica es medida por hidroélisis a pH
6,8 y a 37°C del p-nitrofenilglucopirandsido en p-nitrofenol, que al afiadirle
carbonato sddico se trasforma en un producto amarillo medible por su
absorbancia a 405 nm. Para que la medida de esta isoenzima sea especifica,
se utilizan dos inhibidores: El dodecilsulfato de sodio, SDS, que inhibe la
actividad de la isoenzima a-glucosidasa 4cida prostatica. La castanospermina,
alcaloide que inhibe todas las actividades hidrolasicas del esperma y permite
realizar un blanco de muestra. La actividad de la a-1,4-glucosidasa neutra es
facil de medir, rapida, sensible y especifica.

Expresion de resultados

Los valores normales de los marcadores seminales varian de un laboratorio a otro, en
funcién de las técnicas utilizadas. Cada laboratorio tiene que establecer sus propios
valores usuales. Tienen que ser establecidos a partir de esperma procedente de
sujetos que ya hayan procreado. Los resultados se expresan en concentracion o en
cantidad por eyaculado.
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