Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Peru. Decana de América

Direccidon General de Estudios de Posgrado
Facultad de Medicina
Unidad de Posgrado

“Estudio del dafio del ADN espermatico y su relacion

con la infertilidad masculina”

TESIS

Para optar el Grado Académico de Magister en Bioquimica

AUTOR
Cristian Roberto ALVAREZ SEDO

ASESOR
Dra. Silvia SUAREZ CUNZA

Lima, Peru

2020



HOSHO

Reconocimiento - No Comercial - Compartir Igual - Sin restricciones adicionales

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

Usted puede distribuir, remezclar, retocar, y crear a partir del documento original de modo no
comercial, siempre y cuando se dé crédito al autor del documento y se licencien las nuevas
creaciones bajo las mismas condiciones. No se permite aplicar términos legales o medidas
tecnologicas que restrinjan legalmente a otros a hacer cualquier cosa que permita esta licencia.



Referencia bibliografica

Alvarez C. Estudio del dafio del ADN espermatico y su relacion con la infertilidad
masculina [Tesis de maestria]. Lima: Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
Facultad de Medicina, Unidad de Posgrado; 2020.




HOJA DE METADATOS COMPLEMENTARIOS

Cdédigo ORCID del autor 0000-0002-2407-8190

DNI o pasaporte del autor 40156347

Cdédigo ORCID del asesor 0000-0001-7848-0102

DNI o pasaporte del asesor 08043525

Grupo de investigacion NO APLICA

Agencia financiadora NO APLICA
VIAMONTE 1432
C1055 ABB

Ubicacion geografica donde se LATITUD: -34,60069

desarroll6 la investigacion LONGITUD: -58,387274

Buenos Aires - Argentina

Ao o rango de afios que la

; o . 2010-2019
investigacion abarco

Disciplinas OCDE 1.06.03 -- Bioquimica, Biologia molecular

Nota: tomar en cuenta la forma de llenado segun las precisiones colocas en la web.
https://sisbib.unmsm.edu.pe/archivos/documentos/recepcion_investigacion/Hoja%20de%20metadatos%20c
o mplementarios_30junio.pdf




Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Perd. Decana de América

Facultad de Medicina

Unidad de Posgrado
Seccion Maestria

ACTA DE GRADO DE MAGISTER

En la ciudad de Lima, a los 12 dias del mes de octubre del ario dos mil veinte siendo las 11:00
am, bajo la presidencia de la Dra. Doris Virginia Huerta Canales con la asistencia de los
Profesores: Dra. Martha Esther Valdivia Cuya (Miembro), Dr. Oscar Gustavo Huamadn Gutiérrez
(Miembro), y la Dra. Silvia Sudrez Cunza (Asesora); el postulante al Grado de Magister en
Bioquimica, Bachiller en Ciencias Biolégicas, procedié a hacer la exposicion y defensa publica
de su tesis Titulada: “ESTUDIO DEL DANO DEL ADN ESPERMATICO Y SU RELACION CON
LA INFERTILIDAD MASCULINA” con el fin de optar el Grado Académico de Magister en
Bioquimica. Concluida la exposiciéon, se procedié a la evaluacion correspondiente, habiendo
obtenido la siguiente calificacion A EXCELENTE 20. A continuacién el Presidente del Jurado
recomienda a la Facultad de Medicina se le otorgue el Grado Académico de MAGISTER EN
BIOQUIMICA al postulante. Cristian Roberto Alvarez Sedé

Se extiende la presente Acta en tres originales y siendo la 12:30 pm, se da por concluido el

acto académico de sustentacion.

B . . -a' l
s . L4 Fa A o .
JAPPh f“&“’ 74223% -

Dra. Martha Esther Valdivia Cuya Dr. Oscar Gust Huaman Gutiérrez
Profesora Principal Profesor Asociado
Miembro Miembro

£ N
Dra. Silvia Sudrez Cunza Dra. Doris Virginia Huerta Canales
Profesora Principal Profesora Principal
Asesor Presidente

Av. Grau 755 — Lima Teléfonos 619 7000 anexo: 4646
Web: http://upg.medicina.unmsm.edu.pe/




La presente tesis ha sido parte de un proyecto de investigacion titulado: «IMPACTO
DEL DANO DEL ADN ESPERMATICO SOBRE LA FERTILIDAD
MASCULINA». Asi mismo, resultados preliminares han sido presentados en

congresos internacionales de la especialidad.



DEDICATORIA Y AGRADECIMIENTOS

A Dios y la Virgencita

A mi mamd Esperanza, mi papd Ricardo, y mis hermanos
Ricardo y Maria del Socorro, por todo el apoyo, la confianza y
el amor recibido desde siempre. A mi gran familia, en especial
a mis tias Olimpia, Amelia y Meche. A mis primos que siempre

me han apoyado y acompafiado en todo momento.

Al amor de mi vida, mi esposa Heydyta, por ser mi inspiracion
y fortaleza, mi todo. Gracias mi cielito por siempre incentivarme

y motivarme a seguir creciendo. Por nosotros.

A la familia Uriondo: Sra. Irma, Sr. Carlos, Oliver, Darinka y
Sebastidn, que siempre me han apoyado y acompaifiado, gracias

por permitirme ser parte de la familia.

A la Dra. Silvia Suarez Cunza por aceptar ser mi asesora en esta
tesis, gracias por todo su tiempo, apoyo y aportes. Junto a las
Dras. Doris Huerta y Martha Valdivia han sido parte
fundamental de mi formacién de pre y post grado. Gracias por

todo.

A la Universidad Nacional Mayor de San Marcos por darme la

formacion integral necesaria en mi carrera de bidlogo.



ABREVIATURAS

- ADN: Acido desoxirribonucleico

- FIV: Fecundacion in vitro

- ICSI: Inyeccion intracitoplasmadtica de espermatozoide

- EO: Estrés oxidativo

- IF: inmunofluorescencia

- ICC: inmunocitoquimica

- WB: Técnica de western blot

- ECL: Quimio luminiscencia

- TUNEL: Del inglés “Terminal dUTP Nick-End Labeling”

- 8-OHdG: “8 Hidroxi Deoxi Guanosina”

- SDS-PAGE: Del inglés “sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis”, gel de electroforesis en poliacrilamida en condiciones
reductoras por dodecil sulfato de sodio.

- Surv: Proteina Survivin

- AZF: Factor de azoospermia

- DTT: ditiotreitol

- PVDF. fluoruro de polivinilideno



INDICE GENERAL

1.

2.

3.

INTRODUCCION

1.1 Situacién problematica

1.2 Formulacién del problema

1.3 Justificacion

1.4 Objetivos de la investigacion
1.4.1 Objetivos especificos

MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes del problema
2.2 Bases tedricas
2.2.1 Infertilidad masculina
2.2.2 El espermatozoide humano y su ADN
2.2.3 Daio del ADN espermético
2.2.3.1 Mecanismos que inducen dafio en el ADN espermaético
2.2.3.2 Compactacion de la cromatina y su susceptibilidad al dafio del
ADN
2.2.3.3 El estrés oxidativo como inductor del dafio en el ADN
espermatico
2.2.3.4 Métodos de deteccion del dafio del ADN espermético

METODOLOGIA
3.1 Tipo y disefio de investigacion
3.2 Poblacion del estudio
3.3 Tamaiio de la muestra
3.4 Seleccion de la muestra
3.4.1 Criterios de inclusion
3.4.2 Criterios de exclusion
3.5 Procesamiento de las muestras de semen
3.6 Estudio de la calidad seminal y dafio del ADN espermético
3.6.1 Movilidad espermatica
3.6.2 Morfologia espermatica
3.6.3 Dafio oxidativo
a) Evaluacién y cuantificacion de la peroxidacion lipidica en la
membrana espermatica en espermatozoides humanos
b) Determinacion y semi-cuantificaciéon de SOHDG y p53 por
SDS-PAGE y Western blot
3.6.4 Evaluacion de la apoptosis
a) Evaluacién y cuantificacion de la externalizacion de la
fosfatidil serina en espermatozoides humanos
b) Determinacion y cuantificacion de caspasa 3 activa en
espermatozoides humanos
3.6.5 Estabilidad del nucleo espermatico



a) Deteccion y cuantificacion de la fragmentacion del ADN
espermatico (TUNEL) en espermatozoides humanos
b) Deteccion y cuantificacion del estado de compactacion de la
cromatina
3.7 Infertilidad masculina
3.7.1 Datos clinicos de infertilidad masculina
3.7.2 Calidad embrionaria y embarazo por el factor masculino
3.8 Andlisis estadistico

. RESULTADOS

4.1 Resultados demogréficos

4.2 Resultados sobre la calidad seminal y dafo del ADN espermético

4.3 Resultados de los estudios de la infertilidad masculina y fragmentacién
del ADN espermatico

. DISCUSION Y CONCLUSIONES

5.1 Discusién
5.2 Conclusiones

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

. ANEXOS
L. Modelo de consentimiento informado
II. Hoja de recoleccion de datos clinicos y calidad seminal

I11. Modelo de historia clinica

\



VI

LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Tasa de embarazo esperada relacionada al tiempo de bisqueda.

Cuadro 2. Distribucién de causas de infertilidad.

Cuadro 3. Lista de factores etiolgicos involucrados en la infertilidad y sub-fertilidad
por factor masculino.

Cuadro 4. Distribucion de los trastornos de infertilidad masculina.

Cuadro 5. Valores de referencia para los pardimetros seminales normales.

Cuadro 6. Principios / Ventajas y desventajas de los diferentes métodos para medir la
fragmentacion del ADN espermatico.

Cuadro 7. Prevalencia (Nimero de casos y porcentajes) de causas de infertilidad en la
poblacién de estudio.

Cuadro 8. Distribucién etaria de los casos de varones infértiles incluidos en el estudio.
Cuadro 9. Tabla de distribucién (Numero de casos y porcentajes) de los afios de
infertilidad que cursaron los pacientes incluidos en el estudio.

Cuadro 10. Resumen de los valores de los pardmetros seminales en la muestra entera.
Cuadro 11. Resumen de los valores de las variables evaluadas por microscopia de
fluorescencia (Anexina V, peroxidacion lipidica — BODIPY, caspasa 3 activa, naranja
de acridina y TUNEL) en la muestra entera y post gradiente.

Cuadro 12. Comparacién de los marcadores, determinados mediante Western Blot,
presentes en las fracciones de muestra entera (ME) vs. post gradiente (MG).

Cuadro 13. Comparacion de las variables: Anexina V, CC3, TUNEL y BODIPY)
respecto a la edad (mayor o menor de 43 afios).

Cuadro 14. Comparacion de las variables seminales y la fragmentacién del ADN
respecto a la fertilidad.

Cuadro 15. Comparacién de los pardmetros seminales y fragmentaciéon del ADN
espermatico entre pacientes infértiles con o sin comorbilidades.

Cuadro 16. Resultados clinicos dentro de una poblacién de varones infértiles que
realizaron tratamientos de reproduccion asistida con 6vulos donados.

Cuadro 17. Comparacién de los niveles de dafio del ADN y apoptosis en embriones
detenidos provenientes de pacientes infértiles con valores de fragmentacion del ADN
mayor o menor a 15%.



Vil

LISTA DE FIGURAS

Figura 1.- Representacién esquemdtica del eje hipotdlamo-hipdfisis-génada del
sistema reproductor masculino.

Figura 2.- Representacion esquematica de corte transversal del tubulo seminifero.

Figura 3.- Organizacién y remodelacion de la cromatina espermdtica durante la
espermatogénesis.

Figura 4.- Modelo de la estructura de la cromatina espermdtica humana.

Figura 5.- Principales mecanismos que inducen al dafio en el ADN del
espermatozoide durante su produccion o transito.

Figura 6.- Los factores implicados en la etiologia de dano del ADN en la linea
germinal masculina.

Figura 7.- Visualizacion de un extendido de muestra seminal para la observacion de la
morfologia espermaética segun el criterio de Kruger.

Figura 8.- BODIPY 581/591 C11. Espermatozoides humanos marcados con BODIPY
Figura 9.- Espermatozoides humanos marcados con Anexina V/ Ioduro de propidio
Figura 10.- Ensayo Caspasa 3 activa + TUNEL.

Figura 11.- Ensayo TUNEL.

Figura 12. Marcacién con naranja de acridina.

Figura 13.- Estadios de desarrollo evaluados durante el cultivo in vitro de embriones
humanos.

Figura 14.- Imdgenes de microscopia confocal para la deteccion de Surv y TUNEL.

Figura 15.- Imagenes de microscopia de fluorescencia para la detecciéon de Surv y
caspasa 3 activa en embriones detenidos durante el desarrollo in vitro.

Figura 16.- Prevalencia de causas de infertilidad en la poblacién bajo estudio.

Figura 17.- Estratificacion etaria en la poblacién estudiada.

Figura 18.- Distribucién de la duracién de afios de infertilidad en la poblacion.
Figura 19.- Comparacién de los pardmetros de movilidad (% a+b) (Mov) y

concentracion (Cc) (millones/mL) en la muestra entera (ME) vs. la muestra post
gradiente (MQG).



Figura 20.- Comparacién de los marcadores (Anexina V, BODIPY, CC3, naranja de
acridina y TUNEL) entre la ME vs MG evaluados por microscopia de fluorescencia.

Figura 21.- Representacion de una muestra (N=4) del estudio de Western blot para
p353, 8 OHDG y Caspasa 3 activa en muestra entera (ME) vs. post-gradiente (MG).

Figura 22.- Comparacién de los marcadores (Anexina V, BODIPY, CC3, naranja de
acridina y TUNEL) entre la ME vs MG. Evaluados por western blot.

Figura 23.- Correlacién de los marcadores, Anexina V, BODIPY y TUNEL con la
variable edad en la fraccion de muestra entera (ME).

Figura 24.- Correlacion de los marcadores, Anexina V, BODIPY y TUNEL con la
variable edad en la fraccion de muestra post gradiente (MG).

Figura 25.- Correlacion entre los marcadores pS3, 8OH y CC3 con la variable edad en
la fraccién de muestra entera (ME).

Figura 26.- Correlacion entre los marcadores p53, 8OH y CC3 con la variable edad en
la fraccion de muestra post gradiente (MG).

Figura 27.- Correlacion de los marcadores, Anexina V, BODIPY y TUNEL vs. la
morfologia estricta de Kruger en la muestra entera (ME) (A) y la movilidad (B).

Figura 28.- Correlacién entre los marcadores p53, 8OH y CC3 vs. la morfologia
estricta de Kruger en la muestra entera (ME) (A) y la movilidad (B).

Figura 29.- Porcentaje de Anexina, BODIPY y TUNEL en los grupos etarios definidos.

Figura 30.- Porcentaje de los marcadores p53, 8OH y CC3 en relacion a los grupos
etarios establecidos.

Figura 31.- Gréfica de curva ROC para establecer el valor de corte de la fragmentacion
del ADN espermatico entre poblaciones de varones fértiles e infértiles.

Figura 32.- Gréfica de sensibilidad y especificidad de acuerdo al valor de corte de la
fragmentacion del ADN espermadtico (15%) entre poblaciones de varones fértiles e in
fértiles.

Figura 33.- Comparacién de los niveles de fragmentacion del ADN espermético en
una poblacion de varones infértiles que presentaron comorbilidades médicas.

Figura 34.- Andlisis de correlacion entre la fragmentacion del ADN espermatico y la
tasa de blastulacién.



RESUMEN

La valoracion de la calidad espermética ha sido siempre de gran importancia respecto
al diagndstico de pareja infértil. Las caracteristicas seminales bésicas han permitido
tradicionalmente definir el potencial reproductivo del hombre, sin embargo, algunas
veces es insuficiente, por lo que se ha propuesto que la integridad del ADN
espermatico podria ser importante al momento de valorar la capacidad reproductiva
del hombre. EI objetivo de esta tesis fue demostrar si existe una asociacion entre el
dafio del ADN vy la fertilidad del hombre. Para este propdsito se incluyeron varones
infértiles e fértiles, se evaluaron los pardmetros seminales mediante lo establecido por
la OMS, y se cuantificd en la muestra entera y post gradiente de centrifugacion: los
niveles de apoptosis (Anexina V y caspasa 3 activa), dafo oxidativo (BODIPY y 8-
OHdQG), y la estabilidad del nucleo espermatico (TUNEL y Naranja de Acridina). Se
emplearon técnicas de inmunofluorescencia y western blot. Asi mismo, se buscé
determinar la asociacion entre el dafo del ADN vs. la calidad seminal, calidad
embrionaria, embarazo y la presencia de comorbilidades clinicas. Se demostré una
asociacion negativa entre la fragmentacion del ADN vy la fertilidad del hombre (lograr
el embarazo), estableciéndose un valor del corte de 15%. Se determiné una correlacion
negativa y significativa entre la fragmentacién del ADN-dafio oxidativo y la baja
movilidad espermatica, alteracion de la morfologia espermética e inadecuada calidad
embrionaria. Se estableci6 una correlacion positiva con la edad del vardn, por encima
de los 43 afos, se evidenciaron diferencias significativas. La presencia de
comorbilidades, tales como, sindrome metabdlico y pacientes tratados por trastornos
de ansiedad, presentaron un mayor dafio del ADN espermético. Todos los pardmetros
respecto al dafio del ADN, estrés oxidativo y apoptosis disminuyeron en la poblacion
de espermatozoides mdviles post gradiente en comparacion a la muestra entera. Se
concluye que existe una asociacion inversa entre el dafio del ADN a nivel testicular
con la fertilidad masculina mediado principalmente por el estrés oxidativo y se acentia
con la edad. El estudio de fragmentacion del ADN deber ser considerado como un

marcador util para valorar la capacidad reproductiva del hombre.

Palabras clave: infertilidad, espermatozoide, nicleo, ADN, oxidativo
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ABSTRACT

The assessment of sperm quality has always been an important issue respect to
infertility. The basic seminal characteristics have traditionally allowed to determine
the reproductive potential of man, however, it is sometimes insufficient, so it has been
proposed that the integrity of sperm DNA could be important to assess male fertility.
The objective of this thesis was to demonstrate whether there is an association between
DNA damage and male fertility. For this purpose, both infertile and fertile males were
included, seminal parameters were evaluated by WHO guidelines, and were quantified
(neat sample or post-centrifugation gradient): apoptosis levels (Annexin V and cleaved
caspase 3), oxidative damage (BODIPY and 8-OHdG), and the stability of the sperm
nucleus (TUNEL and Acridine Orange). Immunofluorescence and western blot
techniques were used. Likewise, we sought to determine the association between DNA
damage vs. sperm and embryo quality, pregnancy and the presence of clinical co-
morbidities. A negative association was demonstrated between DNA fragmentation
and male fertility (pregnancy), establishing a cut-off value of 15%. A negative and
significant correlation between DNA fragmentation - oxidative damage and low sperm
mobility, impair of sperm morphology and inadequate embryonic quality was
determined. A positive correlation was established with male's age, above 43 years,
significant differences were evidenced. The presence of co-morbidities, such as
metabolic syndrome and patients treated for anxiety disorders, showed greater sperm
DNA damage. All parameters regarding to DNA damage, oxidative stress and
apoptosis decreased in the post-gradient motile sperm population compared to the neat
sample. It is concluded that there is an inverse association between DNA damage at
testicular level with male fertility mediated mainly by oxidative stress and accentuated
with age. The study of DNA fragmentation should be considered as a useful marker to

assess the male reproductive capacity.



1. INTRODUCCION

1.1 Situacién problematica

El proceso de fertilizacion en mamiferos, incluyendo al hombre, y el
consiguiente desarrollo embrionario depende en gran parte de la integridad
inherente del ADN espermdtico. En la actualidad, debido a aspectos
sociales, psicologicos y econdmicos, existe la necesidad primaria de
distinguir, clinicamente, aquellos varones fértiles de aquellos infértiles, con
el objetivo de poder orientar a aquellos varones infértiles, a cerca de la(s)
causa(s) que podrian estar generando esta condicion. Si bien es cierto, que
los pardmetros seminales convencionales han sido utilizados por muchos
aflos para este objetivo, al parecer no siempre pueden predecir la fertilidad
con certeza. En general, se ha considerado que el 30-35% de las causas de
infertilidad son debidas a un factor masculino puro, y otro 30% debido a
un factor masculino sumado a un factor femenino. Asi, en mas de la mitad
de las parejas que no pueden concebir un hijo en un periodo de un afio de

busqueda, se puede deber a un factor masculino.

El andlisis de semen convencional, conocido como espermatograma,
resulta ser de manera inicial muy importante, sin embargo, en algunos
casos puede resultar insuficiente para ejecutar una correcta y detallada
determinacion del estado de fertilidad de una pareja; en este sentido, desde
hace varios afios se ha intentado sumar pruebas al espermatograma con el
objetivo de ayudar al diagndstico del factor masculino, en este sentido, el

sumar una prueba como la integridad del ADN espermaético podria brindar



mayor respaldo clinico al diagnoéstico de infertilidad. En la actualidad, tanto
los especialistas en medicina reproductiva y andrologia buscan identificar
factores determinantes en la incapacidad de lograr el embarazo o en poder

sostenerlo hasta el nacimiento de un niflo sano.

1.2 Formulacion del problema

(Existe correlacion positiva entre el dafio espermadtico y la infertilidad

masculina?

1.3 Justificacion

Los espermatozoides de hombres infértiles pueden poseer diversos
defectos morfolégicos y/o funcionales, entre ellos podemos mencionar a
las  alteraciones nucleares: estructura  cromatinica  anormal,
microdeleciones cromosOmicas (especificamente en el cromosoma Y),
aneuploidias, rupturas en las hebras del ADN (dafio o fragmentacion del
ADN). El dafio en el ADN espermético puede ocurrir durante la formacion

o en el transporte de dichas células.

En los ultimos afios, con la modificaciéon de los habitos de vida, se ha
producido un incremento de ciertos factores intrinsecos y extrinsecos que
pueden afectar la fertilidad masculina, esto ha generado que el cuerpo
médico especialista en medicina reproductiva, se interese por realizar una
profunda anamnesis, y asi, analizar las causas de la infertilidad masculina
en un contexto mdas amplio. La justificacion de este proyecto de
investigacion apunta a aportar evidencia de factores intrinsecos/extrinsecos
asociados al dafio del ADN espermadtico, y fundamentar la utilidad de este
marcador en el diagnéstico de la infertilidad masculina, y, por lo tanto,
proponerlo como un marcador de gran utilidad en el diagnéstico de la
pareja infértil. De encontrarse esta asociacion, el estudio de este marcador,
podria ayudar al diagnéstico rdpido y certero, y por lo tanto establecer el

tratamiento adecuado para los pacientes.



1.4 Objetivo de la investigacion

Establecer la correlacion entre el dafio del ADN espermatico y la condicién

de infertilidad masculina.

1.4.1 Objetivos especificos
Caracterizar el dafio del ADN espermatico.
Identificar las condiciones clinicas de infertilidad masculina.

Analizar la correlacion entre las variables del dafio del ADN espermatico

y las condiciones de infertilidad masculina.



2. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes del problema

En el marco de la fertilidad, se conoce que alrededor del 30% de infertilidad
es a consecuencia del factor masculino puro. Afios atrds, el examen fisico
y la evaluacién del semen (morfologia, movilidad, concentracidn, etc.) han
sido aspectos considerados en la toma de conductas médicas dentro de los
tratamientos de reproduccién asistida (tratamientos establecidos para
ayudar a parejas a lograr el embarazo por técnicas de inseminacion
intrauterina o fecundacidn in vitro). Sin embargo, al parecer estos estudios
basicos pueden considerarse insuficientes en casos particulares. Al
respecto, incluso con la aparicién del ICSI (inyeccidn intracitoplasmética
de espermatozoides) como tratamiento frente al factor masculino severo,
aun se puede evidenciar un elevado nimero de fallas en los ciclos de
fecundacion in vitro (FIV) con esta metodologia, esto sugiere que podrian
existir otros factores con implicancias clinicas que estarian mds alld de lo
usualmente estudiado. En este sentido, el estudio de la fragmentacion del
ADN espermdtico aportd nuevas expectativas en la busqueda de
explicacion de la infertilidad masculina, asi como a las fallas repetidas de
FIV-ICSI (Sakkas & Alvarez, 2010, Agarwal A, Majzoub A, Esteves S, Ko
E, Ramasamy R, Zini A, 2016).



Cuando una pareja inicia los estudios para evaluar su capacidad fértil, la
evaluacién seminal convencional es parte de este algoritmo de estudio.
Durante la década de los 80s y 90s, surgen las pruebas de funcionalidad
espermdtica, las cuales tuvieron como objetivo evaluar si los
espermatozoides podian ser capaces de realizar acciones especificas, tales
como, capacitacion, reacciéon acrosOmica y la penetracion de la zona
pelicida. Sin embargo, con el advenimiento de la inyeccidn
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), como herramienta para el
factor espermatico severo, estas pruebas de funcionalidad espermética han
caido en desuso y en la mayoria de los laboratorios de andrologia-
embriologia ya no se usan. Estas pruebas implicaban en su mayoria de
casos el uso de metodologias de biologia molecular, asi como ovocitos de
ratén o hdmster para demostrar si un espermatozoide era capaz de penetrar
las células del cimulus, penetrar la zona pelicida, o unirse a la membrana
del ovocito y descondensar su ADN, sin embargo, todos estos aspectos son

omitidos cuando se usa la técnica de ICSI.

En la dltima década, los investigadores que trabajan en el drea de la
infertilidad, principalmente masculina, han centrado su atencioén en la
arquitectura molecular del espermatozoide, esto principalmente debido a
que el proceso de fecundaciéon y el posterior desarrollo embrionario
dependen gran parte a la integridad del ADN. El ADN espermatico en el
espermatozoide maduro estd unido en casi un 90-95% a unas proteinas
denominadas protaminas, este hecho le permite tener un estado del ADN
compacto, protegiéndolo del dafio principalmente durante su transporte a
lo largo del tracto reproductivo femenino. Cuando el espermatozoide llega
al lugar de fecundacién, en teoria, deberia tener el ADN integro, sin
embargo, se sabe que los espermatozoides con el ADN danado pueden
moverse y lograr penetrar al ovocito. Por lo que esto representa un aspecto
interesante, asi nos preguntamos qué sucede si ingresa un espermatozoide
con su ADN danado al citoplasma de ovocito, la literatura ha
proporcionado evidencia de que algun tipo de dafio en el ADN espermatico

podria repararse en el citoplasma del ovocito. Sin embargo, no siempre



puede ser reparado con alta eficiencia, asi, cuando el dano excede la
capacidad de reparacion por el citoplasma ovocitario, esto puede inducir
alteraciones en el futuro embrién y su hipotética implantacién, y
consecuentemente llevar a la pareja a un estado de infertilidad (Agarwal et
al., 2016; Evenson DP, Jost LK, Marshall D, Zinaman MJ, Clegg E, Purvis
K, de Angelis P, Claussen OP, 1999; Lewis SE, John Aitken R, Conner SJ,
Iuliis GD, Evenson DP, Henkel R, Giwercman A, Gharagozloo P, 2013).

Un elevado nivel de fragmentacién del ADN espermdtico podria afectar la
fertilidad mediante diversos mecanismos: fertilizacién, desarrollo
embrionario temprano, implantacion y el embarazo (Lewis et al., 2013). Se
ha determinado que el origen y el incremento de la fragmentacion del ADN
es multifactorial. Alteraciones en el funcionamiento celular normal
contribuyen a la afectacion de la fertilidad y el dafio en el ADN
espermadtico, esto puede incluir el inadecuado empaquetamiento de la
cromatina y/o su remodelacion durante la espermiogénesis, la produccién
excesiva y descontrolada de especies reactivas de oxigeno (EROS), e
iniciacién de eventos de apoptosis durante el proceso de maduracion
espermadtica dentro del testiculo. Por otro lado, se ha observado que la
exposicion a toxinas, contaminantes ambientales, exceso de uso de drogas
y alcohol, tratamientos de quimio y radioterapia, tabaquismo excesivo,
fiebre elevada, varicocele de alto grado, edad avanzada, y otras
enfermedades se han propuesto como factores que pueden aumentar el

nivel de dafio del ADN espermatico.



2.2 Bases teoricas

2.2.1 Infertilidad masculina

La fertilidad de muchas especies de invertebrados y vertebrados requiere
de una correcta y exitosa interacciéon entre los espermatozoides y un
ovocito; en el humano, este proceso es fundamental para conformar
correctamente el zigoto (primer estadio en el desarrollo embrionario). Las
células germinales surgen y se propagan en un entorno que incluye factores
autécrinos, pardcrinos, yuxtdcrinos y enddcrinos dentro y fuera de las
génadas. A la fecha, a partir estudios genéticos (en ratén y humano) en
conjunto con el advenimiento de nuevas tecnologias de expresion génica
(microarrays), se ha demostrado la necesidad de una correcta y delicada
coordinaciéon de miles de productos de genes en todo el cuerpo para

alcanzar el éxito reproductivo (Matzuk & Lamb, 2008).

Para la mayoria de las parejas, concebir resulta ser un evento natural de la
vida, el cual no siempre implica planificacion o intervencion especial.
Desafortunadamente, entre un 15 y un 20% de las parejas experimentan
retrasos no deseados en la concepcién y, en consecuencia, buscan consejo
médico sobre como mejorar sus posibilidades de fecundacion y embarazo
exitoso (Trussel, 2013; 3. Agarwal A, Virk G, Ong C & du Plessis SS.,
2014; Barratt C, Bjorndahl L, De Jonge C, Lamb D, Osorio Martini F,
McLachlan R, Oates, van der Poel S, St John B, Sigman M, Sokol R,
Tournaye H., 2017). Para estas parejas, la falta de éxito en la concepciéon
no es s6lo un inconveniente, sino mas bien una enfermedad de su sistema
reproductivo(s) (Quallich, 2006). El término infertilidad es usado para
describir aquella situacion donde una pareja se ve imposibilitada de
alcanzar un embarazo clinico tras, al menos, 12 meses de tener relaciones
sexuales sin proteccion regular, es decir, sin uso de métodos
anticonceptivos. El tiempo limite establecido de 12 meses resulta ser
arbitrario; el mismo se corresponde con el hecho de que la mayoria

(aproximadamente el 85%) de las parejas que logran un embarazo



espontdneo lo hardn dentro de dicho margen temporal (Guttmacher AF,
1956; Combhaire, 2010; Agarwal A, Mulgund A, Hamada A, Chyatte N.,
2015) (Cuadro 1). El impacto en el bienestar psicoldgico y social que
enmarcan a la infertilidad, de ambos miembros de la pareja, hace que sea
una de las principales preocupaciones para los profesionales de la salud

reproductiva (Kumar, 2011).

Tanto en las pautas establecidas por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) (OMS, 2010) como en estimaciones recientes (Tournaye, Krausz &
Oates, 2017), se ha indicado que, dentro de las consultas realizadas por
infertilidad, el factor masculino estaria presente entre el 50-60% de los
casos: un 30% debido a un factor masculino aislado, y un 20-30% asociado
a factores femenino-masculino (Barrat et al., 2017; Wong, Thomas,
Merkus, Zielhuis, Steegers-Theunissen, 2000; Poongothai, Gopenath &
Manonayaki, 2009) (Cuadro 2). Por consiguiente, dado que la fertilidad
depende tanto de factores masculinos como femeninos, la fecundidad en
los hombres sélo puede ser evaluada al contextualizarse en el estado
reproductivo de la pareja (Wong WY, Thomas CM, Merkus JM, Zielhuis
GA, Steegers-Theunissen RP, 2000).

Cuadro 1. Tasa de embarazo esperada relacionada al tiempo de

basqueda.
Tiempo de exposicion Porcentaje de
embarazos

9 meses 57%
6 meses 72%

1ano 85%
2 afnos 93%

Fuente. Guttmacher AF (1956).



Cuadro 2. Distribucion de causas de infertilidad

M Factor Masculino

M Factor Mixto

2% M Factor Fem-Endometriosis
W Factor Fem-DRO

M Factor Fem-FTP

M Factor Fem-Uterino

M Factor Fem-Ovulatorio

M Factor desconocido

Fuente: Modificado de Barrat et al. (2017).

Para lograr un estado reproductivo 6ptimo, alcanzando la fertilidad, el
hombre requiere de un funcionamiento correcto del eje hipotdlamo-
hipdfisis-testiculo, una espermatogénesis normal, éxito en la maduracién y
almacenamiento de los espermatozoides en el epididimo, un transporte de
gametos normales y una correcta funcién de las glandulas accesorias, junto
con el coito programado de forma adecuada (Poongothai J, Gopenath T S,

Manonayaki S, 2009; Fiitterer, Heijmink & Spermon, 2008) (Figura 1y 2).
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Figura 1. Representacion esquematica del eje hipotalamo-hipofisi-
gonada del sistema reproductor masculino. Fuente: Cleveland Clinic for
Medical Art & Photography, 2010.

Figura 2. Representacion esquematica de corte transversal del tibulo
seminifero. Fuente: Cleveland Clinic for Medical Art & Photography,
2010.
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A menudo, la infertilidad masculina resulta ser un problema frustrante, ya
que la misma representa un trastorno multifactorial (Tournaye et al., 2017;
Poongothai et al., 2009), donde las opciones terapéuticas han sido
tradicionalmente muy limitadas. Las causas de la produccién y funcién
espermatica alterada podrian verse relacionadas con diferentes factores
congénitos o heredados que actiian a nivel pre-testicular, testicular, o post-
testicular. Dentro de las causas pre-testiculares de infertilidad, se pueden
recalcar  dos  condiciones  patoldgicas: el  hipogonadismo
hipogonadotrépico (HH) y todos aquellos trastornos coitales (disfuncién
eréctil, trastornos de eyaculacion: eyaculacion precoz, retro eyaculacion,
etc.). Las causas post-testiculares incluyen todo tipo de lesiones
obstructivas o sub-obstructivas del tracto seminal (distal o proximal),
inflamacion y enfermedades infecciosas de las gldndulas accesorias, asi
también variantes autoinmunes de infertilidad. Finalmente, son varias las
patologias, catalogadas como disfunciones testiculares primarias, entre
ellas se destacan varias causas bien definidas de la alteraciéon de la
produccién de espermatozoides: criptorquidismo, orquitis, traumatismo
testicular, torsiones, dano iatrogénico (medicacién gonadotdxica,
quimio/radioterapia, cirugias inguinales previas), algunas enfermedades
sistémicas, varicocele, y factores genéticos (tales como anomalias en el
cariotipo y microdeleciones en el cromosoma Y) (Wong et al., 2010; Zini

A & Libman J, 2006; Krausz, 2011) (Cuadro 3 y 4).
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Cuadro 3. Lista de factores etiolégicos involucrados en la infertilidad y
sub-fertilidad por factor masculino

Ausencia de tejido testicular

Alteracion en la produccion
y funcion espermatica

Alteracion en el transporte
espermatico

Alteracion en la
interaccion/fusion
espermatozoide-ovocito

Anorquia

Castracion bilateral

Sindrome de Klinefelter o variante

Deleciones en el gen AZF (cromosoma Y)

Hipogonadismo hipogonadotréfico

Cancer testicular

Varicocele

Edad

Infecciones genitourinarias

Factores ambientales (temperatura, radiacién, medicamentos,
exposicidn ocupacional, drogas, alcohol, tabaquismo y déficit
alimenticio)

Infertilidad autoinmune

Bloqueo de vasos deferentes

Falla eyaculatoria

Impotencia

Vasectomia previa

Alteracion de proteinas de union primaria y secundaria entre el
espermatozoide y ovocito

Fuente. Modificado de Wong WY et al (2000).
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Cuadro 4. Distribucion de los trastornos de infertilidad masculina.

Falla
E testicular . Otros - Obstruccién

Trastornos
del semen

E Criptoquidismo

B varicocele | | Idiopética

Fuente. Modificado de Zini A et al. (2006)

Varios investigadores, en casos de infertilidad masculina, han evidenciado
una alteracién en la concentracién, la motilidad y/o la morfologia
espermatica presente en al menos una muestra de dos espermatogramas,
realizados con 1 a 4 semanas de diferencia, sin embargo, en un porcentaje
significativo de casos la causa no logra ser identificable (Trussell, 2013),
resultando en la ausencia de un diagndstico etiolégico fisiopatoldgico

definido (Kumar, 2011; O’Brien Klof, Varghese & Agarwal, 2010).

Dentro de las opciones terapéuticas ofrecidas para tratar la infertilidad
masculina, se encuentran incluidas una gran variedad de procedimientos
uroldgicos (cirugia reconstructiva en casos de obstruccién ductal,
correccion de varicocele, entre otras), intervencion médico-farmacolégica
(uso de antioxidantes, hormonas, antibidticos, etc.), procedimientos de

reproduccion asistida de baja complejidad (como el caso de la
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inseminacion intrauterina), y aquellas mds avanzadas y complejas como
TRA (tratamientos de reproduccién asistida) asi tenemos: fertilizacién in
vitro (FIV), y la inyeccidn intracitoplasmadtica de espermatozoides o ICSI,
del inglés intracytoplasmic sperm injection) (Tournaye et al, 2017). El
exponencial crecimiento del campo de la andrologia, en paralelo con el
advenimiento de los TRA, permiti6 que hombres cuyos pardmetros
seminales se encontraran severamente comprometidos logren alcanzar su
objetivo tultimo, el embarazo, y junto a él establecer una familia. A pesar
de ello, los mecanismos fisiopatolégicos de la infertilidad masculina son
pobremente comprendidos por lo que la misma suele ser ain considerada
“idiopéatica” en una gran cantidad de casos (Poongothai et al., 2009). Lo
anterior podria, en algun punto, ser explicado por las discrepancias en las
definiciones de sub-fertilidad y por los diferentes métodos utilizados en el

andlisis del semen (Wong et al., 2000).

Numerosos inconvenientes pueden ser encontrados a la hora de evaluar y
tratar la infertilidad, principalmente por la falta de pruebas estdndares para
evaluarla (Kumar, 2011). La evaluacién del potencial reproductivo del
varén debe llevarse a cabo siguiendo normas médicas bdsicas, las cuales
son: historia clinica o médica y examen fisico general, siendo ambos
obligatorios, como también un detallado andlisis por imigenes y de

laboratorio (Barrat et al., 2017; Krausz, 2011).

La infertilidad en los hombres puede ser diagnosticada inicialmente
mediante el andlisis de semen. El seminograma o espermatograma de
hombres infértiles puede revelar una gran rango de condiciones anormales,
que incluyen la azoospermia (ausencia de espermatozoides en la muestra,
concentracion=0), oligozoospermia (concentracion de espermatozoides por
debajo del limite de referencia: < 15 millones/mL), teratozoospermia
(porcentaje de espermatozoides con morfologia normal por debajo del
limite de referencia: < 4%), astenozoospermia (porcentaje de
espermatozoides moviles progresivos por debajo de los limites de

referencia: moviles progresivos <32%), necrozoospermia (bajo porcentaje
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de espermatozoides vivos Yy alto porcentaje de espermatozoides inmdviles
en el eyaculado: vitalidad <58 %), y leucocitospermia (presencia de
leucocitos en el eyaculado superior al valor umbral: >1 x 10° leucocitos/mL
de eyaculado) (OMS, 2010) (Cuadro 5). Se estima actualmente que
alrededor del 30% de los hombres que buscan ayuda en clinicas de
fertilidad, poseen una alteracion seminal de etiologia desconocida. Por lo
tanto, existe una creciente necesidad de encontrar méas causas que conllevan

a la infertilidad (Agarwal et al., 2016).

Cuadro 5. Valores de referencia para los parametros seminales normales

Parameter Lower reference limit
Semen volume (mi) 1.5(1.4-1.7)
Total sperm number (10° per ejaculate) 39 (33-46)
Sperm concentration (10¢ per ml) 15(12-16)
Total motility (PR + NP, %) 40 (38-42)
Progressive motility (PR, %) 32(31-34)
Vitality (live spermatozoa, %) 58 (55-63)
Sperm morphology (normal forms, %) 4(3.0-4.0)
Other consensus threshold values

pH 21.2
Peroxidase-positive leukocytes (10° per mi) <1.0

MAR test (motile spermatozoa with bound particles, %) <50
Immunobead test (motile spermatozoa with bound beads, %) <50
Seminal zinc (umol/ejaculate) =24
Seminal fructose (umol/ejaculate) 213

Seminal neutral glucosidase (mU/ejaculate) 220

Fuente. OMS (2010).

2.2.2 El espermatozoide humano y su ADN

En especies con reproduccion sexual, las células testiculares son sometidas
a una transformacion sustancial a medida que progresan a través de la
espermatogénesis, mds especificamente durante la espermiogenésis
(proceso de diferenciacion morfolégica y funcional ocurrida desde el
estadio de espermdtida redonda hasta la formacién del espermatozoide
maduro) (Balhorn, 2011). La espermatogénesis se caracteriza por la
sustitucion ordenada de histonas, proteinas altamente alcalinas de unién al

ADN-propias del nicleo de células eucariotas- por otras proteinas de unioén
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al ADN: las protaminas (en humanos ~85-95% de las histonas son

reemplazadas por protaminas). Las histonas se encargan, entre otras cosas,
del empaquetamiento y la organizacién el ADN en unidades estructurales
llamadas nucleosomas (Balhorn, 2011). Se conocen 5 grandes familias de
histonas: H1/HS, H2A, H2B, H3 y H4, especificamente las histonas H2A,
H2B, H3 y H4 son las encargadas de formar el nucleosoma octamérico,
mientras que las histonas H1 y H5 son conocidas como las histonas nexo

(Izzo, Kamieniarz & Schneider, 2008; Kowalski & Patyga, 2012).

El propésito principal de la espermatogénesis es establecer y mantener una
produccién diaria de espermatozoides completamente diferenciados
(Sutovsky & Manandhar, 2006). A medida que las espermatogonias
emprenden esta via de diferenciacion, comienzan a incorporar variantes de
histonas especificas del testiculo en su cromatina (van Roijen HJ, Ooms
MP, Spaargaren MC, Baarends WM, Weber RF, Grootegoed JA, Vreeburg
JT., 1998; Meistrich, Bucci, Trostle-Weige & Brock, 1985). Se ha
reportado que el pico de sintesis y deposicion de estas proteinas se registra
durante la meiosis. En las espermaétidas redondas, la mayoria de las histonas
son sustituidas primero por proteinas de transicién (TP) y posteriormente
por protaminas (P) (Sutovsky & Manandhar, 2006; Meistrich, Mohapatra,
Shirley & Zhao, 2003). Este cambio hace que la cromatina sea
transformada desde una forma altamente funcional y genéticamente activa
a una forma altamente electrodensa, compacta y transcripcionalmente
quiescente, completamente inactiva. La remodelacion de la cromatina es
facilitada por la coordinada distenciéon de la cromatina generada por la
hiperacetilacién de histonas y por accién de la topoisomerasa II (topoll),
quien genera “nicks” o roturas temporales en el ADN aliviando la presién
generada por la torsién de la hebra. Esta tltima, resulta ser la misma enzima
que reparara dichos “nicks” previamente a completar la espermiogénesis y
la subsecuente eyaculacion (Sharma & Agarwal, 2011). Si dichos “nicks”
no son reparados, en el eyaculado se podran encontrar grandes cantidades

de espermatozoides cuyo ADN se encuentre fragmentado (Balhorn, 2011).
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En los mamiferos, la mayoria de las histonas son reemplazadas durante la
espermiogénesis, luego de la meiosis (estadio de espermdtida elongada) por
tres proteinas- mds pequefias y mds bdsicas- las TP: TP1 TP2 y TP4. Las
mismas, complementarias entre si, permanecen asociadas al ADN por un
periodo relativamente corto, mientas que las histonas son removidas de la
cromatina (Sharma & Agarwal, 2011). Aunque poco se sabe sobre la
funcién de dichas proteinas, claro estd que poseen un papel de real
importancia en el proceso de cambio de histonas, iniciando la terminacién
de la transcripcion de genes mediante la unién de TP2 a las islas CpG,
facilitando la reparacion de rupturas en las hebras de ADN, vy
contribuyendo con la compactacién de la cromatina. Al momento que las
tres TP se encuentren dispuestas sobre la hebra del ADN, la cromatina
comienza a condensarse uniformemente perdiendo el aspecto de
nucleosoma. Existe una cuarta proteina, la TP3, precursora de la P2; por lo
tanto, TP3 sufrird un sutil procesamiento que la convertird en una forma
mds pequeiia, permaneciendo unida al ADN (Balhorn, 2011; Sharma &
Agarwal, 2011) (Figura 3). Defectos en el procesamiento de P2 han sido
correlacionados con la infertilidad en ciertos hombres (Sharma & Agarwal,
2011). Se ha destacado la importancia de las TP tanto para la normal
condensacion de la cromatina, como para la reduccién del nimero de
rupturas en las hebras de ADN, asi como en la prevencion de defectos
secundarios en los espermatozoides, defectos con eventual pérdida de la

integridad genética y fertilidad (Figura 4).
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Figura 4. Modelo de estructura de la cromatina espermatica.
Cromatina asociada a histonas, al igual que en las células somaticas,
dispuestas en forma de bucles (a), cromatina unida a protaminas
formando Toroides 50 Kb de longitud (b) Los toroides estan unidos
entre si por una estructura denominada “conectora” la cual es muy
sensible al dafio (c). Los toroides de protaminas pueden ser apilados
lado a lado, y asi estabilizar los bucles de cromatina unida a histonas
(d). Areas sensibles al dafio por parte de agentes externos: la cromatina
unida a histonas y las regiones “conectoras” de toroides. Fuente:

Dominguez K., Arca CDR, Ward WS

(2011).
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Se ha demostrado que los espermatozoides de algunos hombres infértiles
poseen la proporcion entre P1:P2 alterada, o los niveles de P2 no son
detectables; sin embargo, se conoce que la presencia de anomalias en las
protaminas de espermatozoides provenientes de hombres fértiles es
extremadamente atipica (Sharma & Agarwal, 2011). La expresién anormal
de protaminas se ha asociado a un bajo conteo espermdtico, disminucién
en el porcentaje de espermatozoides moéviles y de buena morfologia, asi
como se ha evidenciado una reduccién en la capacidad de fecundar al
6vulo, y al aumento en el dafio cromatinico en el espermatozoide
(Rogenhofer N, Dansranjavin T, Schorsch M, Spiess A, Wang H, von
Schonfeldt V, Cappallo-Obermann H, Baukloh V, Yang H, Paradowska A,
Chen B, Thaler CJ, Weidner W, Schuppe HC, Steger K, 2013; Carrell,
Emery & Hammoud, 2007; Castillo, Estanyol, Ballesca & Oliva, 2015;
Aoki VW, Moskovtsec SI, Willis J, Liu L, Mullen JB, Carrell DT., 2005).

El rol principal del espermatozoide es la de “entregar” al ovocito el genoma
paterno en “perfectas” condiciones (Shaman & Ward, 2006). El elevado
nivel de compactacion y organizacion cromatinica aportado por las
protaminas, dota al ADN del espermatozoide de una resistencia frente a
una gran variedad de factores inductores de estrés. Existe evidencia que
sugieren que el alto grado de condensacion de la cromatina, favorecido por
las portaminas, protegeria al ADN espermatico de la degradacion por
especies reactivas de oxigeno (EROS) (Dominguez, Arca & Ward, 2011).
Asi, el mismo se verd protegido durante su transito a lo largo del tracto
reproductivo femenino previo a la fertilizacién (Sharma & Agarwal, 2011).
A pesar de esta condicidon estructural especializada, el ADN de los
espermatozoides sigue siendo susceptible a sufrir dafios (Shaman & Ward,

2006).



21

2.2.3 Dario del ADN espermdtico

Se ha descrito la importancia de la estabilidad del nicleo espermético
relacionado al éxito reproductivo en humanos. Asi, el incremento
significativo de los niveles de fragmentacion del ADN estaria asociado a
bajas tasas de fertilizacion, implantaciéon embrionaria e incremento de
abortos (Dominguez K, Arca CDR, Ward WS, 2011: Cho & Agarwal,
2017; Casanovas A, Ribas-Maynou J, Lara-Cerrillo S, Jiménez-Macedo
AR, Hortal O, Benet J, Carrera J, Garcia-Peir6 A, 2019; Simon L, Murphy
K, Shamsi MB, Liu L, Emery B, Aston KI, Hotaling J, Carrell DT, 2014;
Simon, Zini, Dyachenko, Ciampi & Carrell, 2017; Messeguer M, Martinez-
Conejero JA, O’Connor JE., 2008, Aitken, De Iuliis & McLachlan, 2009;
Sakkas & Alvarez, 2010).

Varias teorias han intentado explicar el origen del dafio en el ADN de
espermatozoides maduros; el mismo puede ser inducido tanto por factores
fisicos como metabdlicos (Sakkas & Alvarez, 2010; Aitken JR, Smith TB,
Jobling MS, Baker MA & De Iulliis GN., 2014; Alvarez Sed6 C, Uriondo
Boudri H, Serna J, Nodar F, Papier S, Chillik C., 2012) (Figura 5). Dicho
dafio podria ocurrir al momento, o como resultado, del empaquetamiento
del ADN durante la transicion de histonas a protaminas en la
espermiogénesis (Ribeiro S, Sharma R, Gupta S, Cakar Z, De Geyter C,
Agarwal A., 2017). Asimismo, y de forma alternativa, la fragmentacién
del ADN podria resultar de la induccion de dafio generada por la exposicion
aradicales libres o como consecuencia de la apoptosis (Balasuriya, Serhal,
Doshi & Harper, 2014). Al respecto, se han detectado y descrito
marcadores de apoptosis en espermatozoides humanos, como:
externalizacion de fosfatidilserina (PS), caspasa 3 activa (CC3), p53, entre

otros (Sakkas & Alvarez, 2010; Ribeiro et al., 2017).
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Espermatogonia

Espermatocitos

Espermatides tempranas

Espermatides elongadas

Espermatozoides maduros

(1) Apoptosis durante la espermatogénesis
(i) Roturas de las cadenas de ADN durante la
espermiogénesis

(iv) Fragmentacion del ADN inducida por caspasas endégenas
y endonucleasas;
(v) Dafio del ADN inducido por radio y quimioterapia; y

(iii) Fragmentacion
postesticular del ADN via ROS

(vi) Dafio del ADN inducido por toxicos ambientales

Figura 5. Principales mecanismos que inducen al dafio en el ADN del
espermatozoide durante su produccion o tramsito. (i) apoptosis
durante el proceso de espermatogénesis; (ii) roturas de tipo doble
cadena e el ADN producidos durante la reorganizacion de la cromatina
espermatica en la espermiogénesis; (iii) fragmentacion del ADN a nivel
pos-testicular inducida principalmente por las EROS durante el
transporte de los espermatozoides en los tibulos seminiferos y el
epididimo (el incremento del dafio se indica con el tamafio de los rayos
rojos y el degrade en el color); (iv) fragmentacion producto de caspasas
y nucleasas endégenas; (v) dafio de la cromatina inducida por quimio
y radioterapia; (vi) dafo inducido por téxicos ambientales. Fuente:
Modificada de Sakkas & Alvarez (2010).

Cuando un espermatozoide es sometido a estrés oxidativo, tanto la
membrana plasmaética y la integridad del ADN, se ven comprometidas. Que
un espermatozoide con el ADN dafiado por accién oxidativa sea alin capaz
de fecundar a un ovocito, obedecera al grado de integridad del ADN y la
funcionalidad de los componentes espermdticos luego de sufrir estrés
oxidativo (Dorostghoal M, Kazeminejad SR, Shahbazian N, Pourmehdi M,
Jabbari A. Aitken RJ., 2017). El dafio oxidativo en espermatozoides de

mamiferos (ruptura de las hebras de ADN, peroxidacién lipidica de la
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membrana plasmdtica, entre otros) inducido por radicales libres ha sido
asociado con la disminucién de antioxidantes, presencia de metales de
transicion en el medio de cultivo, contaminacion de leucocitos,
calentamiento testicular, entre otros (Trussell, 2013; Dorostghoal et al.,

2017; De Iuliis, 2007).

El dafio a la integridad del material genético de espermatozoides de
eyaculado ha sido correlacionado con el estrés oxidativo (generado de
forma endégena o como estimulo exégeno), y con el deterioro de la funcién
y competencia espermatica. La capacidad del estrés oxidativo de impedir
la correcta funcionalidad de espermatozoides humanos fue descrita por
primera vez en 1943 por MacLeod, al registrar el impacto negativo
generado por las altas tensiones de oxigeno en la motilidad espermética
(Du Plessis, Agarwal, Halabi & Tvrda, 2015). A la fecha, la literatura
expresa que tanto la motilidad de los espermatozoides, la competencia para
lograr una adecuada reaccién acrosomal, la capacidad de fusionarse con la
membrana del ovocito, y la integridad de su material hereditario son
susceptibles al sufrir dafo oxidativo. Sin embargo, atin no estd del todo
detallada la progresion en que estas estructuras y funciones se deterioran
después de una injuria oxidativa; por lo tanto, la posibilidad de que dichos
espermatozoides con el ADN dafiado puedan fecundar al ovocito y generar
un embrion viable resulta atin una incognita (Aitken JR, Smith TB, Jobling

MS, Baker MA, De lulliis GN, 2014; Aitken, 2017) (Figura 6).
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2.2.3.1 Mecanismos que inducen daiio en el ADN espermdtico

- Inducciéon de apoptosis durante el proceso de espermatogénesis:
Durante el proceso de espermatogénesis las células de Sertoli son las
responsables de promover la apoptosis hasta en el 60 % de las células
germinales que entran en meiosis I. Estas células son predestinadas
mediante marcadores de apoptosis del tipo fas para que posteriormente
sean fagocitadas y eliminadas por las células de Sertoli (Sakkas D,
Mariethoz E, Manicardi G, Bizarro D, Bianchi PG, Bianchi U., 1998). Sin
embargo, este mecanismo no siempre funciona de manera eficiente, y
algunas de las células germinales alteradas pueden aparecer en el
eyaculado. En relacion a esto, los resultados de Burello (Burrello N,
Arcidiacono G, Vicari E, Asero P, Di BD, De PA., 2004), sugieren que no
hay relacion entre la calidad gendmica de la célula germinal y la
remodelacion espermatica que tiene lugar durante la espermiogénesis. Esto
significa que, una célula germinal puede tener un nucleo perturbado por
apoptosis, ser aneuploide, y mantenerse, resultando asi en un
espermatozoide mévil con morfologia normal. Por lo tanto, el hecho de que
un espermatozoide tenga morfologia normal no significa que su calidad e
integridad del ADN sea adecuada. Se ha propuesto que los fendmenos de
apoptosis durante la espermiogénesis quizds estén poco relacionados con
la muerte celular, como suele ocurrir en cualquier célula somética, sino que
ésta puede estar implicada en el mecanismo de la remocidn del citoplasma

excedente hacia el final de la espermiogénesis (Sakkas et al., 2009).

Se ha evidenciado que varones con oligozoospermia, la probabilidad de que
tengan espermatozoides aneuploides es mucho mds elevada que hombres
normozoospermicos. (Burello et al., 2004 ). Esto probablemente puede estar
vinculado con la detencién parcial durante la maduracién espermética
asociada con alteraciones meidticas. El hecho de que un porcentaje variable
de espermatozoides exprese marcadores apoptdticos como fosfatidilserina,

p53, Fas, Bcl-X1 (Sakkas, Cayli, Vigue, Demir & Huszar, 2004 ), indica que
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este fendmeno puede ser usado para seleccionar los espermatozoides no

apoptoticos en una muestra de semen (Said et al., 2005).

- Roturas en el ADN durante el proceso de espermiogénesis:
Alteraciones durante el remodelamiento de la cromatina en la
espermiogénesis puede resultar en la fragmentacién del ADN. McPherson
y Longo (1993) postularon que la presencia de roturas o “cortes” en la
cadena de ADN en espermatozoides eyaculados pueden ser indicativo de
una maduracién incompleta durante la espermiogénesis. Ellos postularon
que durante el empaquetamiento de la cromatina se necesita actividad de
nucleasas endogenas para crear y ligar estos cortes (“nicks”), y asi, facilitar
el proceso de protaminacidon. Se piensa que los cortes alivian el estrés
producto de la torsion de las hebras de cromatina para ayudar a su
disposicion durante el reemplazo de histonas por protaminas. Alteraciones
en el control de este proceso podrian resultar en la presencia de anomalias
durante el empaquetamiento de la cromatina, o bien en roturas de ADN que

no Son r eparadas.

- Fragmentacion del ADN post-testicular via EROS: Se ha demostrado
que los espermatozoides inmaduros, quienes producen altos niveles de
EROS, pueden inducir al dafio en el ADN en espermatozoides maduros.
Este dafio podria producirse luego de la espermiacion (liberacion de los
espermatozoides hacia la luz del tibulo seminifero), mas precisamente
durante la movilizacién de espermatozoides maduros e inmaduros desde
los tubulos seminiferos hacia la cauda del epididimo (Agarwal A, Ollero

M, Gil-Guzman E, Lopez MC, Sharma RK, Larson K, 2001).

Es muy probable, que el espermatozoide que tiene una alta proporcion de
su ADN dafiado tendria a su vez bajos niveles de enlaces di-sulfuro en su
cromatina, caracteristica que se adquiere durante el proceso de maduracién

espermatica en el transito por el epididimo. Algo que es muy interesante y
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que actualmente se encuentra en revision y discusion, es que el grado de
fragmentacion de ADN en espermatozoides eyaculados suele ser mds alto
que en espermatozoides testiculares (Greco E, Scarselli F, Iacobelli M,
Rienzi L, Ubaldi F, Ferrero S, 2005, Esteves, Santi & Simoni, 2019), asi
como en los espermatozoides del cuerpo y cola del epididimo. En la
actualidad, este punto ha llevado a muchos andrélogos a pensar que el uso
de espermatozoides testiculares podria favorecer la disminuciéon en el
porcentaje de espermatozoides danados y ser usados en los tratamientos de

fecundacion in vitro.

Respecto al epididimo y la fragmentacién del ADN espermatico, se ha
propuesto que podria haber un mecanismo extra de control al
convencionalmente realizado por las células de Sertoli, por lo que existiria
otro mecanismo de regulacién orientado a eliminar aquellos
espermatozoides gendmicamente defectuosos (Suganuma, Yanagimachi &
Meistrich, 2005; Garcia-Rodriguez, Gosédlvez, Agarwal, Roy & Johnston,
2018).

Por otra parte, el dafio en el ADN espermatico que tiene lugar a nivel post-
testicular y que es inducido por radicales libres estd asociado con la
presencia de la base modificada 8-hidroxi-2’-Deoxiguanosina (8-OHdG).
En este tipo de mecanismo que afecta la integridad del ADN, el primer
estadio de dafio generado es la 8-OHdG, seguido por la fragmentacion, de
tipo doble cadena, que en el ADN que puede ser ejecutado por caspasas o
endonucleasas (Kodama H, Yamaguchi R, Fukuda J, Kasai H, Tanaka T.,
1997).

- Activacion de caspasas y endonucleasas: La activacion de caspasas en
el espermatozoide por parte de radicales libres o factores fisicoquimicos
podrian estar involucradas en la induccién de la fragmentacién del ADN.

Estudios previos demostraron que la exposiciéon de espermatozoides de
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raton a altas temperaturas (> 40°C) incrementa significativamente la
fragmentaciéon en el ADN (Sailer BL, Sarkar LJ, Bjordahl JA, Jost
LK,Evenson DP., 1997). Asi también, se demostré la induccién de
fragmentacion en el ADN de espermatozoides de raton in Vvivo
exponiéndolos a temperaturas externas de 42°C (Banks, King, Irvine &
Saunders, 2005), logrando finalmente afectar la capacidad reproductiva de
estos animales (Paul, Murray, Spears & Saunders, 2008). Debido a que el
incremento de la fragmentacion en el ADN de estos ratones ocurrié dentro
de la hora post-exposicion al calor, los investigadores concluyeron que el
dafio observado probablemente tuvo lugar en el epididimo y habria sido
causado principalmente por EROS, o por activacion de caspasas y
endonucleasas. Considerando que, el nicleo del espermatozoide del ratén
estd mas homogéneamente compactado que el nicleo del espermatozoide
humano, este ultimo podria mds susceptible al calor. Esto se debe a que en
los espermatozoides humanos hay menores niveles de protaminas y mas
heterogeneidad en la compactacion del nicleo (Bianchi PG, Manicardi GC,

Bizzaro D, Bianchi U, Sakkas D., 1993).

- Fragmentacion del ADN inducida por quimioterapia y radioterapia:
Se ha reportado que la exposicién a los tratamientos de quimioterapia y
radioterapia (en pacientes con Céncer) puede también resultar en la
induccién de fragmentacion en el ADN del espermatozoide. Se cree
generalmente que los tratamientos contra el cdncer afectan adversamente a
la fertilidad masculina y que la reduccion en el nimero de espermatozoides
surge de efectos citotéxicos que producen la quimioterapia y radioterapia
en el epitelio germinal (Morris, 2002; Kumar K, Lewis S, Vinci S, Riera-
Escamilla A, Fino MG, Tamburrino L, Muratori M, Larsen P, Krausz C.,
2018). Sin embargo, estudios especificos en el ADN de espermatozoides
han sido limitados solo a pacientes con cancer; una investigacion encontrd
que la compactacion e integridad del ADN espermatico estaban afectados
en pacientes con cdancer testicular y linfoma de Hodgkin antes de la
quimioterapia (O’Flaherty, Vaisheva, Hales, Chan & Robaire, 2008).

Cuando se examino la integridad del ADN por medio de diferentes ensayos
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(Cometa, Ensayo de la estructura de la cromatina espermdtica y TUNEL),
todos detectaron dafio a nivel del ADN en los espermatozoides de dichos

pacientes.

2.2.3.2 Compactacion de la cromatina y susceptibilidad al daiio del ADN

Desde el punto de vista evolutivo la compactacion del ADN espermatico
mediante las protaminas, tiene al menos cuatro objetivos: (1) proteger al
ADN durante el trinsito en los tractos reproductivos masculino y femenino
previo a la fertilizacion, (2) hacer al ADN mdas compacto para optimizar la
movilidad del espermatozoide, (3) silenciar factores de transcripcion en el
espermatozoide maduro, (4) minimizar la fertilizacion cruzada con otras

especies.

Existen evidencias que sugieren que la condensacion por protaminas es
critica para la degradacion del ADN por parte de las especies reactivas del
oxigeno (EROS). Aitken y De Iullis (2007) argumentaron que el
espermatozoide es muy susceptible al estrés oxidativo (Aitken et al., 2009;
Alvarez, Touchstone, Blasco & Storey, 1987; Alvarez & Storey, 1995), y
ademds del ataque al ADN por parte de los EROS, coincidia con la
formacion de la 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (§OHdG), argumentando de
este modo que las protaminas juegan un rol clave al efectuar en el ADN

accion de proteccion ante el dafio inducido por estrés oxidativo.

Por lo tanto, la adecuada compactacion y estabilizaciéon del ADN nuclear
espermadtico es clave para la proteccion de este material ante el estrés
oxidativo. Entre las diferentes especies de mamiferos, los espermatozoides
humanos parecen ser los més susceptibles al dafio en su ADN que el resto
de las especies y esto se debe principalmente a la protamina 2, presente
solo en los espermatozoides humanos, la cual posee un niimero limitado de
grupos tioles para los enlaces disulfuro (Jager, 1990). Es por eso que

cuando existen fallas tanto en la capacidad del testiculo para lograr un
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adecuado mecanismo de protaminacién, o bien en la capacidad del
epididimo para mantener los enlaces di-sulfuro establecidos por
protaminas, también se hacen evidentes imperfecciones en la estabilidad de
la cromatina. Tales deficiencias en el empaquetamiento y estabilidad de la
cromatina estan asociadas con el incremento del dafio en el ADN (Sakkas

et al., 1998)

2.2.3.3 El estrés oxidativo como inductor del daiio en el ADN espermdtico

El termino estrés oxidativo es aplicado cuando los agentes oxidantes
superan en nimero a los antioxidantes (Sies, 1993), desarrolldndose asi
productos de peroxidacion (Spitteler, 1993) y como consecuencia de este
fendmeno se desarrollan efectos patoldgicos en células y tejidos (Janssen,
Van-Houton, Borm & Mossuran, 1993). El estrés oxidativo estd implicado
en numerosas enfermedades tales como cancer, enfermedades de tejido
conectivo, envejecimiento, infecciones, inflamaciones, SIDA e infertilidad
masculina (Aitken et al., 1992; Aitken et al., 1995). En el semen, el estrés
oxidativo es el resultado de un desbalance entre las especies reactivas del
oxigeno (EROs) generadas y las actividades de control por parte de las
enzimas antioxidantes. Particularmente, los espermatozoides son
susceptibles al dafo oxidativo debido a que en su membrana plasmatica
estdn presentes grandes cantidades de 4cidos grasos polinsaturados
(Alvarez & Storey, 1995) y, ademds, su citoplasma contiene bajas
concentraciones de enzimas antioxidantes (Jones, Mann & Sherins, 1979;
Aitken & Fisher, 1994; de Lamirande & Gagnon, 1995; Sharma &
Agarwal, 1996).

Las EROs son una gama de metabolitos derivados de la reacciéon de
reduccién del oxigeno y son agentes altamente reactivos que pertenecen a
una clase de moléculas reactivas y radicales libres (Aitken & Fisher, 1994).
Un radical libre es definido como “cualquier especie quimica que posee
uno o mas electrones desapareados” (Warren, Johnson & Ward, 1987).

Tales electrones son altamente energéticos y buscan aparearse con
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cualquier otro electrén, y es esta caracteristica es lo que le confiere a los
radicales libres su alta reactividad. Por lo tanto, tienen la habilidad de
reaccionar y modificar la estructura de un amplio rango de biomoléculas
tales como: proteinas, lipidos y dcidos nucleicos. Algunos de los radicales
libres son: el anién superdxido y el radical hidroxilo, especies moleculares
derivadas de la reaccion de atomos de carbono con el oxigeno molecular
como los radicales peroxilo, radicales alcoxilos e hidroperdxilos organicos,
peroxinitrito, 4cido hipocloroso y el radical libre mds activo
biolégicamente, el 6xido nitrico. Este tltimo también estd involucrado en

la regulacién de la funcién espermética (Herrero & Gagnon, 2001).

Sin embargo, las EROs también son mediadores importantes en la funcion
espermadtica normal y estdn involucradas en la induccién y el desarrollo de
la hiperactivacion en el espermatozoide, capacitacion y reaccion
acrosomica (Jones et al., 1979; de Lamirande & Gagnon, 1995; Griveau,
Dumont, Renard, Callegari & Le Lannou, 1995). No obstante, un exceso
en los niveles de EROS resulta en la peroxidacion lipidica y dafio en la
membrana. Esto puede repercutir de diferentes modos como: pérdida de
movilidad, dafio en las membranas acrosomales (Alvarez y Storey, 1995),
y oxidacién en el ADN (Fraga, Motchnik & Shigenaga, 1991) haciendo a
una célula espermaética incapaz de fertilizar al ovocito, o bien, producir un
embarazo no viable. Se ha reportado que altos niveles de EROS estan
presentes en el 25% al 40% de muestras de semen de pacientes infértiles

(de Lamirande y Gagnon 1995).

La significancia clinica del estrés oxidativo en la etiologia de los defectos
en la funcion espermatica fue estudiada en primer lugar por Thaddeus
Mann y sus colegas en la Universidad de Cambridge (Jones et al., 1979).
Estos investigadores observaron que existia una correlacion positiva entre
la proporcion de contenidos de lipidos peroxidados en espermatozoides

humanos y la pérdida severa de la movilidad. La relacién entre la pérdida
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de movilidad y estrés oxidativo ha sido demostrada por varios estudios

independientes (Aitken & Fisher, 1994; Sharma & Agarwal, 1996).

Los mecanismos mediante el cual la peroxidacién lipidica conduce a la
pérdida de movilidad espermética, probablemente incluyen cambios en la
fluidez e integridad de la membrana plasmatica que a su vez producen fallas
en el mantenimiento de las funciones de la membrana que son criticas para
el movimiento flagelar. Ademds, este mecanismo altera otras funciones
espermaticas dependientes de la actividad de su membrana, tales como la
fusién ovocito-espermatozoide y la capacidad de someterse a la reacciéon

acrosémica (Jones et al., 1979).

La peroxidacion lipidica es generalmente definida como “el deterioro
oxidativo de los &cidos grasos polinsaturados”, 4cidos grasos que contienen
mas de dos doble enlaces carbono-carbono (Halliwell, 1984). La cascada
de peroxidacion lipidica ocurre en dos etapas fundamentales: iniciacién y
propagacion. El radical hidroxilo es un potente iniciador de la peroxidacién
lipidica. La mayoria de los 4cidos grasos polinsaturados tienen dobles
enlaces aislados (no conjugados) que estdn separados por grupos metilos.
La presencia de un doble enlace adyacente al grupo metilo hacen maés
débiles los enlaces C-H metilo, por lo tanto, el &tomo es mas susceptible
para su sustraccion. Una vez que ocurre esta sustraccion, el radical
producido es estabilizado por el resguardo de los dobles enlaces, los cuales
forman un radical dieno conjugado que puede también ser oxidado. Esto
significa que los lipidos, quienes poseen muchos doble enlaces metilos
interrumpidos son, particularmente susceptibles a la peroxidacion. Los
hidroperéxidos lipidicos son estables bajo condiciones fisiolégicas, hasta
que ellos contactan con metales de transicion tales como el hierro o sales
de cobre. Estos metales o sus complejos producen hidroperéxidos lipidicos
para generar radicales alcoxilos y peroxilos, los cuales luego contindan la
reaccion en cadena dentro de la membrana y propagando el dafio a través

de la célula (Halliwell, 1984). La propagacion de la peroxidacion
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dependera de las estrategias antioxidantes empleadas por el

espermatozoide.

La capacidad de los antioxidantes como el alfa-tocoferol (Vitamina E) de
rescatar la movilidad del espermatozoide in vivo e in vitro, es una gran
evidencia de que la peroxidacidn lipidica es una de las mayores causas de
pérdida de movilidad en poblaciones espermaticas (Suleiman SA, Elamin
Ali M, Zaki ZMS, El-Malik EMA and Nasr MA., 1996). El dafio oxidativo
que puede afectar a los espermatozoides humanos puede ser originado
desde muchas fuentes posibles. En primer lugar, los leucocitos. Estos tipos
celulares suelen contaminar muchas muestras de semen humano y estdn
ampliamente constituidos por neutréfilos que cominmente estan en estado
activo. La presencia de radicales libres generados por los leucocitos tienen
la capacidad de generar cierto grado de estrés oxidativo. Esto depende de
varios factores como: tipo de leucocitos que esta presente, de su estadio de
activacion, y de su origen (Aitken & Baker, 1995). Si los leucocitos tienen
origen en los 6rganos sexuales secundarios, tales como la prostata o las
vesiculas seminales, tendrdn la capacidad de provocarle dafio oxidativo al
espermatozoide. Sin embargo, tal dafio, serd posteriormente contrarrestado
por la poderosa accién de los antioxidantes presentes en el plasma seminal
humano quienes son los responsables de eliminar los radicales libres.
Algunos de estos antioxidantes son, el acido ascorbico o el acido trico, y
enzimas antioxidantes como la Superéxido dismutasa (SOD) y la Glutation
peroxidasa (Aitken & Baker, 1995). Como consecuencia de esta accidon
protectora, en una muestra normal de semen humano los neutréfilos tienen
una concentracion por debajo 1.000.0000/mL (OMS, 2010). Sin embargo,
si, por ejemplo, el plasma seminal es removido y los espermatozoides
entran en contacto con los leucocitos por centrifugacion, al haber ausencia
de los mecanismos antioxidantes, hay presencia de dafio oxidativo hacia el
espermatozoide. Resultando, entonces, perjudicada la integridad genémica
y estructural del espermatozoide (Twigg, Irvine & Aitken, 1998). Otra
fuente potencial de EROs son los mismos espermatozoides. El estrés

oxidativo se puede originar en las células de la linea germinal también
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como consecuencia de una deficiencia en la proteccion antioxidante

otorgado por el tracto reproductivo masculino (Sharma & Agarwal, 1996).

Hay dos factores que protegen al espermatozoide de la agresion oxidativa:
el empaquetamiento preciso de su ADN y, como se dijo anteriormente, los
antioxidantes presentes en el plasma seminal (Twigg et al., 1998). Se han
realizado estudios en los cuales espermatozoides que fueron expuestos
artificialmente a estrés oxidativo, mostraron un incremento significativo en
el dafio al ADN evidenciado de diversas formas, tales como: la
modificacién de todas las bases, produccién de sitios libres en las bases,
deleciones, entrecruzamientos de ADN y re-arreglos cromosémicos (Duru,
Morshedi & Oehninger, 2000). El estrés oxidativo ha sido también
correlacionado con altas frecuencias de dafio en el ADN tanto de simple

como doble cadena. (Twigg et al., 1998).

Evidencias contundentes sugieren que elevados niveles de EROs median la
fragmentacion en el ADN comiinmente observada en espermatozoides de
pacientes infértiles (Kodama et al., 1997; Martins, Majzoub & Agarwal,
2019).

2.2.3.4 Métodos de deteccion del daiio en el ADN espermadtico

Desde hace mas de dos décadas se han planteado diferentes pruebas para
cuantificar directa o indirectamente la fragmentacion del ADN
espermdtico, con el objetivo de valorar el efecto que ocasiona en los
resultados reproductivos en parejas infértiles. Las pruebas para medir

fragmentacion del ADN espermatico més utilizadas son:
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- TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUDP

nick-end labelling assay).

En 1992, se describi6 una técnica que permitié evidenciar y cuantificar la
tasa de muerte celular programada (in situ). Los autores asociaron la muerte
programada con la presencia de fragmentacién del ADN, necesaria para el

desarrollo bioldgico y el mantenimiento de tejidos en renovacion (Gavrieli,

Sherman & Ben-Sasson, 1992).

Esta metodologia se basa en la unioén definida de la enzima transferasa
terminal deoxinucleotidilo (TdT) a las terminaciones 3'OH del ADN
(“nicks”), este fendémeno permite la creacion de una molécula de
polideoxinucleotido. En esta prueba, el TdT, se utiliza para incorporar
deoxiuridina biotinilada en los sitios de roturas (‘“nicks”) del ADN con el
objetivo de posteriormente aumentar la sefial para ser observada por

microscopio de luz o de fluorescencia.

Anteriores reportes han manifestado que la utilizacion de esta metodologia
ha expuesto un alto valor predictivo para valorar la fertilidad masculina en
relacion a la concepcién natural, evidenciandose un 96,5% de sensibilidad
y 89,4% de especificidad para determinados valores de corte (Sergerie,
Laforest, Bujan, Bissonnette & Bleau, 2005; Sergerie, Laforest, Boulanger,

Bissonnette & Bleau, 2005).

- COMET (prueba de electroforesis).

En el afio 1984 se describié un método para cuantificar el dafno del ADN
basado en la técnica de micro-electroforesis (Ostling & Johanson, 1984).
Posteriormente se realizaron modificaciones para ser usada en
espermatozoides. Para esto, los espermatozoides se deben colocar sobre
una matriz de agarosa, de bajo punto de fusién, y posteriormente lisada
mediante una solucién de sales, gracias a este procedimiento se puede

lograr eliminar las protaminas e histonas remanentes del ADN.
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Posteriormente, cuando se someten a los espermatozoides a condiciones
alcalinas, esto provoca un desenrrollamiento de la doble hebra del ADN y
asi se puede producir la migracién de las cadenas rotas al dnodo,
evidencidndose una especie de cola o estela de un cometa cuando es
observado bajo el microscopio (Hughes, Lewis, McKelvey-Martin &
Thompson, 1996). El largo y la intensidad de la cola estard relacionada al

nivel del dafio que tenga el espermatozoide (Simon & Carrel, 2013).

Entre sus ventajas esta de que se necesitan alrededor de 5000
espermatozoides de un paciente/muestra, por lo que es factible de realizar
en muestras con poco recuento espermadtico. Esta metodologia permite

medir tantas roturas de simple y doble hebra del ADN (Lewis et al., 2013).

- SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay).

Esta metodologia fue la primera en implementarse para cuantificar y
establecer pardmetros de calidad seminal en pacientes infértiles (Evenson
etal, 1991). A diferencia de las anteriores, esta prueba mide indirectamente
la “susceptibilidad” del ADN espermético a la desnaturalizacion por 4cido,
es decir, no mide directamente el dafio in situ establecido en el ADN
espermdtico. En sus inicios, para esta metodologia, se debia tratar la
muestra de semen a pH muy bajos con el objetivo de dividir las hebras de
ADN en los sitios de rotura, luego, se utilizaba el colorante naranja de
acridina, el cual ayudaba a identificar las cadenas rotas de las intactas
mediante un viraje de color del verde al rojo (Darzynkiewicz, Traganos,

Sharpless & Melamed, 1975).

Con esta técnica se empieza a incorporar el indice de fragmentacion en
pacientes infértiles (Evenson y cols., 1999). Desde el punto de vista
histérico, es importante valorar que esta técnica, el SCSA, ha sido la més

difundida y estudiada desde la clinica, sin embargo, en los ultimos tiempos
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se ha visto un incremento en el uso de la técnica de TUNEL y SCD en

ensayos clinicos.

- SCD (Sperm Chromatin Dispersion Test).

En esta metodologia, cuando el ADN espermatico es tratado mediante
desnaturalizacion 4cida y se procede a una posterior tincion (fluorescente
0 no), se puede observar la formacion de ‘“halos”, este evento es
caracteristico de las hebras de ADN cuando estan intactas. Por el contrario,
cuando el ADN espermatico se encuentra danado no se forman halos. A
inicios de la década del 2000, se introdujo la prueba de dispersiéon de
cromatina espermdtica (SCD) (Fernandez JL, Muriel L, Rivero MT,
Goyanes V, Vazquez R, Alvarez JG., 2003). En este estudio, se incluyeron
30 pacientes, 20 de infértiles y 10 donantes de semen (control). Es
interesante resaltar, que esta prueba (SCD) estd delimitada a medir la no
presencia de dafo, no asi, la cuantificacion del mismo. Sin embargo, a
diferencia de las otras metodologias, se considera como sencilla, rdpida y
reproducible. Por otro lado, a lo largo de los afos se ha podido encontrar
de forma comercial y no requiere de equipamiento sofisticado (Fernandez
JL, Muriel L, Goyanes V, Segrelles E, Gosalvez J, Enciso M, LaFromboise
M, De Jonge C., 2005).

En el cuadro 6 se representa los principios metodoldgicos, ventajas y
desventajas de las principales técnicas reportadas para valorar la
fragmentacion del ADN en espermatozoides humanos (Cho CL, Agarwal

A, Majzoub A, Esteves SC, 2017)

Cuadro 6. Principios / Ventajas y desventajas de los diferentes métodos

para medir la fragmentacion del ADN espermatico.
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Test Principle Advantage Disadvantage
AQ test Metachromatic shift in fluorescence of Rapid, simple and Inter-laboratory
Acridine orange when bound to ss DNA. inexpensive. variations and lack of
Uses fluorescent microscopy reproducibility
1
AB staining Increased affinity of AB dye to loose Rapid, simple and Inter-laboratory
T chromatin of sperm nucleus. Uses optical inexpensive variations and lack of
\ 5 microscopy reproducibility
; 2
CMASJ staining  CMA3 competitively binds to DNA Yields reliable results Inter-observer
indirectly visualizing protamine deficient as it is strongly variability
DNA. Uses fluorescent microscopy correlated with other
assays
3
TB staining Increased affinity of TB to sperm DNA Rapid, simple and Inter-observer
g » phosphate residues. Uses optical inexpensive variability
microscopy
- W
d4
. TUNEL Quantifies the enzymatic incorporation of Sensitive, reliable with Requires
« k dUTP into DNA breaks. Can be done using  minimal interobserver standardization
I both optical microscopy or fluorescent variability. Can be between laboratories
microscopy. Uses optical microscopy, performed on few
PSR fluorescent microscopy and flow cytometry  sperm
SCSA Measures the susceptibility of sperm DNA Reliable estimate of the  Requires the presence
to denaturation. The cytometric version of percentage of DNA- of expensive
AO test. Uses flow cytometry damaged sperm instrumentation (flow
cytometer) and highly
6 skilled technicians
SCD or Assess dispersion of DNA fragments after ~ Simple test Inter-observer
. ' Halo test denaturation. Uses optical or fluorescent variability
' microscopy
]
7
SCGE orcomet  Electrophoretic assessment of DNA Can be done in very Requires an
assay fragments of lysed DNA. Uses fluorescent low sperm count. experienced observer.

-3

microscopy

It is sensitive and
reproducible

Inter-observer
variability

1, Acridine orange (AQ) stains normal DNA fluoresces green; whereas denatured DNA fluoresces orange-red; 2, aniline blue {(AB) staining
showing sperm with fragmented DNA and normal sperm; 3, chromomycin A3 (CMA3) staining: protamine deficient spermatozoa appear
bright yellow, spermatozoa with normal protamine appear yellowish green; 4, toluidine blue (TB) staining: normal sperm appear light
blue and sperm with DNA fragmentation appear violet; 5, terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated fluorescein-deoxyuridine
triphosphate-nick end labeling (TUNEL) assay fluorescent activated cell sorting histogram showing percentage of sperm DNA
fragmentation; 6, sperm chromatin structure assay (SCSA): flow cytometric version of AO staining; 7, sperm chromatin dispersion (SCD)
test: spermatozoa with different patterns of DNA dispersion; large-sized halo; medium-sized halo [2]; very small-sized halo; 8, comet
images showing various levels of DNA damage.

Fuente: Cho CL., et al. (2017).
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3. METODOLOGIA

3.1 Tipo y diseiio de investigacion

El presente proyecto de investigacion de tipo cuantitativo plantea un disefio

observacional-analitico, prospectivo, correlacion y de comparacion.

3.2 Poblacion de estudio

Se incluy6 una poblacién de varones infértiles y fértiles que asistieron a un
centro de fertilidad y que aceptaron que sus muestras de semen, embriones
producidos luego de un tratamiento de fecundacién in vitro que han
detenido su desarrollo, y sus datos clinicos que sean incluidos en el presente
proyecto mediante la firma de un consentimiento informado (Anexo N°1:

consentimiento adjunto).

3.3 Tamaiio de la muestra

Se tomo en cuenta poblacidn total de 1560 varones infértiles y 200 varones

fértiles.
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3.4 Seleccion de la muestra

3.4.1 Criterios de inclusion

Se consideraron muestras de semen de pacientes que realizaron una
consulta por infertilidad o aquellos que hacen tratamiento de reproduccién
humana asistida (FIV o ICSI). Se consideraron varones fértiles aquellos

que tuvieron un hijo nacido en un periodo no mayor a 6 meses.

Las muestras para ser incluidas debieron presentar un volumen mayor a 0,5

mL, una concentracién mayor a 1 millén de espermatozoides/mL de semen.

Los pacientes fueron categorizados como normogonadotroficos (niveles
normales: TSH (Hormona estimulante de tiroides — tirotropina): 0.4-4
uUIl/mL, FSH (Hormona foliculo estimulante) 1-8UI/L, LH (Hormona
luteinizante) 1-8 UI/L y Prl (Prolactina): 2-18 ng/mL.

3.4.2 Criterios de exclusion

Se excluyeron pacientes que presentaron hipospermia (bajo volumen
seminal), oligozoospermia severa (concentracion menor a 1 millén de
espermatozoides /mL) o azoospermia (obstructiva o secretora) segun los

criterios de la OMS, 2010.
Pacientes con: serologia positiva para HIV, Hepatitis B-C.

Pacientes con: Varicocele con/sin cirugia.
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3.5 Procesamiento de las muestras de semen

Las muestras de semen que se utilizaron para el estudio fueron obtenidas
luego de un periodo de abstinencia de entre 3-5 dias. Dichas muestras de
semen fueron obtenidas por masturbacién y recolectadas en un frasco
estéril. Luego de la licuefaccion de 60 minutos a temperatura ambiente, se
tomo un alicuota para realizar el andlisis de los parametros seminales, tales
como volumen, concentraciéon, movilidad, pH y viscosidad, segtin los
criterios de la organizaciéon Mundial de la Salud (OMS). Posteriormente de
cada muestra se extrajo una porcién para dar lugar al procedimiento de
gradiente (recuperacion de espermatozoides méviles), por lo tanto, de cada

muestra de paciente se dividié en dos porciones:

* Fraccion de muestra entera: sin tratamiento (ME): corresponde a la
muestra completa (espermatozoides con movilidad: progresiva, no

progresiva e in situ, y los inmdviles).

* Fraccion de post gradiente (MG): corresponde a una poblacién de

espermatozoides en su mayoria méviles.

3.6 Estudio de la calidad seminal y daiio del ADN espermatico

3.6.1 Movilidad espermdtica

Se registro los pardmetros seminales generales segtin la OMS 2010, sin
embargo, en relacion a la movilidad se registré una modificacion de estos
parametros, asi, se consideré la movilidad progresiva répida (a),
progresiva lenta (b), movimiento in situ no progresivo (c), y los que no
tenfan movimiento (d). La movilidad progresiva es la suma de a+b. La

movilidad se expreso en porcentaje.

3.6.2 Morfologia espermdtica
Se tomé una alicuota de la muestra y se la colocd sobre un portaobjetos
(limpio) para realizar un extendido; el mismo fue rotulado con el nimero

de paciente y fecha correspondiente. Se dejé secar el preparado a
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temperatura ambiente (TA) y se prosiguié fijando la muestra segin
especificaciones del fabricante (Color Fast, Biopack, Argentina),
sumergiendo el vidrio en alcohol puro (100%) por 10 segundos.
Posteriormente, se realizé la tincidén pertinente a fin de establecer la
morfologia espermética segun el criterio estricto (OMS 2010), solucién A;
20 segundos, solucién B: 20 segundos. Finalmente, se lavé el preparado
con agua corriente dado a que el pH de la misma hace que el colorante vire

(Figura 7).

Se evaluaron en 200 espermatozoides los siguientes pardmetros utilizando

un microscopio optico 1000X, bajo aceite de inmersion:

-Cabeza: forma (debe ser oval para ser considerada normal), largo y ancho
(considerando normal 3,5-5,0 um y 2,5-3,5 um, correspondientemente),
presencia de vacuolas (siendo normal < 2 pequefias en una cabeza
normal).

-Acrosoma: normal (corresponde a 2/3 de la cabeza), reducido, ausente.
-Cuello: debe nacer desde la pieza media con una insercion de 90° y poseer
7 um de largo y 1 pum de ancho. Se considera aumentado si es de >1 pm
de ancho y/o mas alto y reducido si es de <1 pum de ancho y/o corto.
-Cola: debe presentar un ondulado razonable, se evalia su longitud y

forma.
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Figura 7. Visualizacion de un extendido de muestra seminal para la
observacion de la morfologia espermatica segin el criterio de Kruger.

Formas normales (#1, #2, #3), formas anormales (#4, #5 y #7), sin
clasificacion (#6). Fuente. OMS 2010

3.6.3 Daiio oxidativo

a) Evaluacion y cuantificacion de la peroxidacion lipidica en la

membrana espermdtica en espermatozoides humanos

En nuestro trabajo visualizamos la peroxidacion lipidica en la membrana
de espermatozoides humanos utilizando el fluor6foro BODIPY 581/591
C11 (Life Technologies), el cual se evalué por microscopia de
fluorescencia. BODIPY es una sonda andloga a los 4cidos grasos que emite
fluorescencia cuando se intercala dentro de la membrana espermética y va
desde el color rojo al verde cuando existe peroxidacion lipidica. Tiene su
maxima excitacion desde 500 hasta los 650 nm, y la emisién méxima es

desde los 510 nm hasta los 665 nm.
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En primer lugar, se empleé una concentracion de 2 millones de
espermatozoides por mililitro. Luego se re-suspendié en 1 mL de medio
H-HTF (Medio tubarico humano) (Irvine, Scientific). Posteriormente se
agreg6 1ul. de BODIPY C11 para lograr una concentracion final de SMm,
y se incub6 por 45minutos a 37°C. Posteriormente se centrifugd y descartd
el sobrenadante hasta obtener un “pellet”, el cual se re-suspendié en 100uLL
de H-HTF. Finalmente, se tomaron 5ul. del pellet y junto con Sul de
medio de montaje (Vectashield H-1000) fueron colocados sobre un
portaobjeto para su visualizacién en el microscopio de fluorescencia. El
control positivo de esta técnica implico la incubacion de espermatozoides

con H202 (0,5 mM) por 30 minutos.

Se realiz6 un recuento de al menos 200 espermatozoides, evaludndose
como positivos aquellos espermatozoides que evidencian peroxidacion en
su membrana plasmdtica y por lo tanto emitieron fluorescencia de color
verde. Aquellos espermatozoides que no poseian su membrana lipidica

peroxidada se observaron de color rojo (Figura 8).
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Figura 8. BODIPY 38151 Cy1. Espermatozoides humanos marcados
con BODIPY, en donde se muestra: A) Tincion de emision 560 nm de
color rojo, utilizada para el conteo total de espermatozoides, B)
Tincion de emision 520nm de color verde, para marcacion positiva de
peroxidacion lipidica en la membrana plasmatica, C) Union de ambos
canales (color amarillo) D) Marcacion positiva en los espermatozoides
incubados con H202 (0,5mM) y E) Union de los canales rojo y verde
(amarillo corresponde a espermatozoides peroxidados, rojo
corresponde a espermatozoides normales).
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b) Determinacion y semi-cuantificacion del 8-OHDG y p53 por SDS-
PAGE y Western blot

Las proteinas suelen tener carga neta; por lo tanto, si se aplica un campo
eléctrico a una solucién que contenga una mezcla de proteinas, estas
migraran a una velocidad que dependerd de su carga neta, forma y peso
molecular. Esta técnica es conocida como electroforesis. Las separaciones
electroforéticas se realizan casi siempre en soportes sélidos, generalmente
para separar una mezcla de proteinas el soporte de eleccion son los geles
de poliacrilamida. Los geles de poliacrilamida son quimicamente inertes y
se preparan facilmente por polimerizacién de monomeros de acrilamida.
El polimero forma una red porosa que actia como un tamiz que potencia

la separacion de las moléculas.

El sds-page es la electroforesis de proteinas mas ampliamente usada. Su
nombre indica que la electroforesis en geles de poliacrilamida se realiza
en presencia de dodecilsulfato sédico (SDS) un detergente i6nico que se
une a las proteinas y es capaz de romper todas las interacciones no
covalentes de las proteinas. Ademds, las proteinas a analizar se disuelven
en un agente reductor de puentes disulfuro como pueden ser el ditiotreitol
(DTT) o el P-mercaptoetanol. De esta manera las proteinas se
desnaturalizan y son separadas en sus polipéptidos constitutivos (en caso

de tener estructura cuaternaria).

El SDS es un detergente desnaturalizante que se une a las cadenas
polipeptidicas desnaturalizadas con una relacion constante a de SDS por
gramo de proteina, uniéndose aproximadamente una molécula de SDS por
cada dos amino4cidos de la cadena (1:2). Esta unién masiva de moléculas
de SDS bloquea la carga propia de la proteina y le confiere al complejo
una carga neta negativa proporcional a su masa, haciendo que todas las

proteinas con SDS migren hacia el dnodo.

En estas condiciones todas las moléculas tienen la misma forma, en tanto

que su carga es proporcional a su tamafio. Por lo tanto, la separacién de las
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proteinas en un campo eléctrico ya no serd dependiente de estos dos
factores. Sin embargo, al estar migrando dentro de una red porosa, las
proteinas de menor peso molecular se desplazaran mas facil y rapido, en
tanto que las de mayor peso molecular quedardin mds retrasadas. En
consecuencia, la separacion de los complejos SDS-proteina es

proporcional solo al tamafio de la proteina.

Se puede entonces determinar el peso molecular aparente de cualquier
proteina por comparacién con un patron de proteinas de pesos moleculares
conocidos, un marcador o “marker”. Las movilidades de las proteinas en
los geles de SDS-PAGE son funciones lineales del logaritmo de su peso
molecular. Esta técnica permite estimar el peso molecular (PM) de una
proteina, comparando su movilidad electroforética con la de proteinas de
PM conocido. Estas determinaciones poseen un margen de error de
alrededor del 10%. La determinacion del PM de proteinas mediante la
separacion en geles de poliacrilamida con SDS es vilida cuando se
analizan cadenas proteicas individuales (subunidades), en donde se han
reducido todos los enlaces disulfuro y, por ende, se ha distendido toda la
cadena proteica para su interaccion con el SDS. La movilidad
electroforética relativa (Rf) es inversamente proporcional al logaritmo del
PM. Trazando un gréfico con estidndares de PM conocido, se obtiene una
linea de referencia en la cual se puede interpolar muestras de PM
desconocido. El Rf se calcula dividiendo la distancia (mm) recorrida por
la banda en cuestion, entre la distancia recorrida por el colorante azul de

bromofenol (frente de corrida) o el largo del gel.

La transferencia de proteinas o “blotting” supone la inmovilizacion de las
proteinas sobre membranas sintéticas, seguido de la deteccion, empleando
sistemas especialmente disefiados para la tincion de membranas. En el
Western Blot las proteinas son separadas en primer lugar mediante en
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) y posteriormente se
transfieren a una membrana mediante la aplicacién de un campo eléctrico

perpendicular al gel.
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El procedimiento de “blotting” constd de cinco etapas:

I-Inmovilizacién de proteinas sobre la membrana, mediante
electrotransferencia. En este método las proteinas fueron transferidas
electroforéticamente desde el gel a la membrana. Se construyé lo que se
conoce como” sandwich” donde se apilaron sucesivamente una esponja
plana, un papel absorbente, el gel, la membrana sintética, mds papel y
finalmente otra esponja plana. Todo este conjunto debe estar embebido en
soluciéon de buffer de transferencia (para obtener una solucién de
continuidad que permita la conduccién de la corriente eléctrica), se
introdujo en una cubeta con el mismo buffer y dos electrodos planos. Se
dispuso de tal forma que el gel quedo hacia el dnodo (-) y la membrana
hacia el catodo (+). Se aplicé una diferencia de potencial y, debido a que
la carga neta de las proteinas en el caso del SDS-PAGE es negativa, estas

migraran desde el gel hacia la membrana donde quedaron retenidas.

Una vez realizada la transferencia, la membrana se analizd
inmediatamente o en algunos casos fueron conservadas en frio (2 a 8 °C)

para su posterior uso.

2- Saturacién de todos los lugares de unién de proteinas de la membrana.
Una etapa comtn a todos los procedimientos de inmunodeteccion es lo se
denomina “bloqueo de la membrana” con el objeto de prevenir la uniéon no
especifica de anticuerpos a la membrana con el riesgo de tener un elevado
numero de falsos positivos (“background”). Las dos soluciones de bloqueo
que son mds compatibles con casi cualquier sistema de deteccidn, son las
soluciones de leche desnatada y las de albumina sérica bovina (BSA). La
membrana se incubd por 1 hora en solucion de bloqueo al 5% de leche.

3- Incubacion de la membrana con anticuerpos primarios contra la/s
proteina/s de interés. El tipo de anticuerpos empleado en la deteccion de
las proteinas transferidas a filtro no es determinante. Existen tanto
anticuerpos policlonales como monoclonales con alta especificidad y

sensibilidad. Sin embargo, los monoclonales se pueden obtener en mayor
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cantidad y mantienen siempre sus propiedades de reconocimiento

independientemente del lote, pero son mucho més costosos.

En nuestro ensayo, se prepard una solucién del anticuerpo primario: SOH
DG (8 hidroxi-deoxiguanosina) (1:1000) (Cell Signaling Technology)
(hecho en conejo), y P53 (fosforilado en serina 15) (1:1000) (Ab-Cam)
(hecho en ratén), por separado en solucién de bloqueo (+leche al 5%), y

se incubd la membrana durante toda la noche en agitacion a 4°C.

4-Incubacién de la membrana con anticuerpos secundarios. Como
anticuerpos secundarios se suelen emplear aquellos que reconocen a las
inmunoblogublinas (es decir, al anticuerpo primario). Estos anticuerpos
tienen unidos en forma covalente una enzima que sera utilizada a posteriori

para evidenciar la presencia de la proteina a identificar.

Para nuestro ensayo, previo lavado con solucion del bloqueo (sin leche) (3
veces 5 minutos cada una), se prepar6 una dilucién del anticuerpo
secundario (anti conejo/ratén) (+HRP) en la solucién de bloqueo (+leche
5%) (1:2000), y se incubaron las membranas por dos horas a temperatura

ambiente bajo agitacion.

5- Sistema de revelado de las bandas de proteinas marcadas con los
anticuerpos. Uno de los sistemas de revelados empleados en Western
Blotting, y el usado en el presente trabajo, es mediante enzimas. Estas
enzimas estas unidas como se explicé anteriormente, covalentemente al
anticuerpo secundario. Las mismas catalizan una reaccién en la que se
forma un precipitado coloreado o bien se emite luz. La peroxidasa de
rabano (HRP) y la fosfatasa alcalina, se emplean con gran frecuencia. Se
dispone de sustratos para ambas enzimas, asi como de sustratos quimio

luminiscentes que permiten obtener una banda en una placa radiogréfica.

En resumen, en el estudio realizado las muestras de espermatozoides se
llevaron a concentraciones aproximadas de 5 millones por mililitro. Cada

muestra fue hervida durante 10 minutos con buffer de muestra 4X
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Laemmli. Para la preparacion del SDS-PAGE, se tom¢ lo correspondiente
a 0,25 millones de espermatozoides por mililitro los cuales se sembraron
en gel de poliacrilamida SDS al 10%, la corrida se realiz6 a 120-125 V
para ser luego transferidas a la membrana de polivinilideno difluorida
(PVDF) por 1 ha 100 V constantes. Posteriormente las membranas fueron
bloqueadas con leche (5%) en TBS-twin 0.5% para ser luego incubadas
con los anticuerpos: p53 (1:1000) y 80OHdG (1:1000), y luego ser
incubados con los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa
(1:2000) (anti-conejo / ratén). Finalmente, el revelado de las membranas
se realiz6 mediante quimio-luminiscencia (LuminGLO), en el cual el
anticuerpo secundario esté asociado a la peroxidasa y se detecté por medio

del sustrato ECL y una reaccion que emite una longitud de onda de 428nm.

Las imégenes, luego del revelado, fueron grabadas usando el sistema de
iméagenes UMAX Magic Scan V4.4. Los andlisis densitométricos de las
imégenes se realiz empleando el sistema NIS-Elements BR Imaging
Software v.300 y fueron expresados como intensidad relativa media luego
de los ajustes a la concentracion espermaética. Los pesos moleculares de las
proteinas espermaticas fueron detectados por comparacion con los pesos

moleculares de los estandares pre-tefiidos.

3.6.4 Evaluacion de la apoptosis

a) Evaluacion y cuantificacion de la externalizacion de la fosfatidil

serina en espermatozoides humanos

En las células apoptoticas se producen cambios en la simetria de los
fosfolipidos de membrana. La bicapa lipidica que forma la membrana
plasmatica de la célula tiene una composicion y orientacion
determinada. De los fosfolipidos que forman la bicapa, los que
contienen colina, esfingomielina y fosfatidilcolina, estan orientados al
exterior, mientras que la mayoria de los aminofosfolipidos,
fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina, estdn orientados hacia el

interior.



Durante la apoptosis, ocurre una pérdida de la asimetria de la
membrana y por tanto una externalizacion de fosfatidilserina como uno
de los eventos mas precoces. Este evento es muy importante para el
proceso general de la apoptosis ya que "marca" a las células para su

posterior fagocitosis.

La Anexina V es una molécula, calcio dependiente, que se une
con una alta afinidad a la fosfatidilserina y puede utilizarse para detectar
dicho evento de translocacion. El fluoréforo (FITC) unido a Anexina V,
que emite luz verde, sirve como una sonda fluorescente para visualizar
las células apoptdticas. Las muestras también han sido incubadas con
ioduro de propidio (IP) un colorante vital no permeable. Por lo tanto,
cuando la membrana plasmatica pierde su integridad, el IP es

incorporado por la célula emitiendo un color rojo fluorescente.

Para la observacion de la externalizacion de fosfatidilserina en
la membrana del espermatozoide, se trabajo con una concentracion 1
millon de espermatozoides por mililitro. Luego se agregd 500ul de
solucion de “binding buffer” (Abcam), y a continuacion Sul de Toduro
de Propidio y SuL de Anexina V. Posteriormente se centrifugd por cinco
minutos a 300g y se tomd SuL del “pellet” y SuL. de medio de montaje
(Vectashield H-1000), y se montd sobre un portaobjeto para su

visualizacién en el microscopio de fluorescencia (Figura 9).
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Figura 9. Espermatozoides humanos marcados con Anexina V/ Iloduro
de propidio. A) IP-/Anexina V+ (corresponde a un espermatozoide con
inicio de apoptosis) (recuadro el mismo espermatozoide en campo
claro) y B) IP+/Anexina V+ (corresponde a un espermatozoide
muerto).

b) Determinacion y cuantificacion de caspasa 3 activa (CC3) en

espermatozoides humanos

Se fij6 una alicuota de espermatozoides (5 millones) con formaldehido al
2%. Luego de la fijacion se lavo cada fraccion con PBS 1X para retirar el
exceso de fijador y de cada muestra se colocé una alicuota un ““slide multi
spot” (Cell Point Scientific, Inc.), se dejo decantar a temperatura ambiente
por 45 minutos. Luego se retir6 el exceso de PBS 1X y se procedié a
permeabilizar las muestras agregando metanol frio (Merck 1.06009.1011)
por 2-3 minutos, seguidamente se lavé cuidadosamente con PBS 1X
procurando retirar muy bien el exceso de metanol. Sobre cada spot se
colocd 25 pl de una solucidn del anticuerpo primario anti-caspasa-3 activa
(1:100) (Cell Signaling Technology) en buffer de bloqueo (Suero albimina
bovina 0,3%, suero fetal bovino 1%, gentamicina 0,5%, azida s6dica 2mM

en PBS 1X) y se dej6 a 4°C por toda la noche. Al dia siguiente se lavé 3



53

veces por 5 minutos en PBS 1X y se agregd 25 ul de la soluciéon del
anticuerpo secundario Alexa Fluor 568 anti-conejo (Molecular Probes). La
incubacion se realizé por 1 hora a 37°C en cdmara himeda. Posteriormente
se lavo 3 veces con PBS 1X y se mont6 con Vectashield H-1000 (Vector
Laboratories Inc., CA) para ser evaluado por microscopia de

epifluorescencia.
Se observaron aproximadamente 500 espermatozoides de cada muestra. El
resultado positivo de este ensayo se evidencié con la presencia de

marcacion roja en la region del cuello espermatico (Figura 10).

Este procedimiento contd con un control negativo en el cual se omiti6 el

anticuerpo primario anti-caspasa-3 activa.

Figura 10. Ensayo Caspasa 3 activa + TUNEL. En A" se puede
observar un espermatozoide negativo para Caspasa y TUNEL. En B’
se observa un espermatozoide positivo para TUNEL y negativo para
Caspasa 3 activa. En C’ se visualiza un espermatozoide positivo para
ambas, la marcacion de Caspasa 3 activa se localiza en la region del
cuello espermatico (color rojo). En D’ se observa un espermatozoide
marcado solo para Caspasa 3 activa.
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3.6.5 Estabilidad del niicleo espermdtico

a) Determinacion y cuantificacion de la fragmentacion del ADN

espermdtico (TUNEL) en espermatozoides humanos

El clivaje de ADN genémico puede producir, roturas de tipo doble cadena,
fragmentos de bajo peso molecular de ADN, asi como también cortes de

simple cadena ("nicks”) de alto peso molecular.

El método de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase- mediated
dUTP nick end labeling) es un ensayo in situ para detectar los extremos
37-OH libres en el ADN, que quedan expuestos durante el clivaje producto

de la apoptosis.

En primer lugar, se realiza el marcado de las cadenas rotas de ADN con
extremos 3-OH libres, por medio de la enzima Deoxinucleotidil
Transferasa Terminal (TdT) quien -cataliza la polimerizaciéon de
nucleétidos (dUTPs) que estdn marcados secundariamente por ejemplo
con un fluoréforo (FITC). La uridina es un anédlogo de las bases del ADN
con propiedades fluorescentes. En un segundo paso los polimeros de
nucledtidos marcados son detectados y pueden ser cuantificados por

microscopia de fluorescencia o Citometria de flujo.

Para el ensayo de TUNEL se trabajo con una alicuota de espermatozoides
de una concentracion de 5 millones de espermatozoides por mililitro, que
luego se fij6 con formaldehido al 2% en PBS. A continuacién, se
sembraron las muestras en un portaobjetos “multi-spot” previamente
tratado con solucion de poli-L-lisina al 0,1% durante 5 minutos y se dejo
en camara himeda a 4°C overnight. Al dia siguiente se lav6 cada spot, con
la muestra, con solucién de PBS, y se realizé la permeabilizacion de las
células con una solucién de metanol frio por 1 minuto. Se lavé cada pocillo
nuevamente con solucion de PBS, y se agreg6 la mezcla del reactivo de
TUNEL (respetando la proporcion 1:9 de Enzima/Label, respectivamente)

por pocillo y se dej6é incubar por 1 hora a 37°C en cdmara himeda.
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Posteriormente se retir6 el exceso con solucion de PBS, dejando secar a
temperatura ambiente, y agregando luego Sul. de medio de montaje para
fluorescencia Vectashield H-1000. Por dltimo, se observé en microscopio

de fluorescencia 1000X en objetivo de aceite de inmersion.

Se observd cada célula espermdtica y se determiné si el ADN se
encontraba intacto (en caso de que no emita fluorescencia), o bien
fragmentado (que se observara con un color verde fluorescente nuclear

intenso).

Como control positivo luego del primer lavado, se incub6 una muestra con
DNAsa 1U/mL por 20 minutos a 37°C y como control negativo se agrego
la solucién de Label sin usar la solucién de enzima en la reaccién) (Figura

11).
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Figura 11. Ensayo TUNEL. El control negativo fue realizado
omitiendo solucion de “enzima” (A) bajo fluorescencia verde; A’,
contraste de fase y A" campo oscuro + fluorescencia). El control
positivo se realizé por incubacion con DNasa (B, fluorescencia verde -
100% positivas, B' contraste de fase y B~ campo oscuro +
fluorescencia). Sélo los espermatozoides completos (flecha) se
consideraron para la evaluacion de TUNEL, por el contrario, las
cabezas aisladas fueron excluidas (punta de flecha).
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b) Determinacion y cuantificacion del estado de compactacion de la

cromatina

Se utiliz6 el marcaje mediante el fluorécromo naranja de acridina a fin de
conocer el grado de compactacion de la hebra de ADN. Los portaobjetos
utilizados para el estudio estuvieron previamente almacenados overnight
en metanol frio y luego lavados con agua de irrigacion. Una vez secos los
vidrios, se prosiguid colocando sobre ellos los 20 pL de muestra

(previamente homogeneizada) para asi extenderla.

Se dejé secar por 20min y luego se colocaron los vidrios en Carnoy
(metanol + acido acético glacial en proporciones 3:1) por, al menos 2hs
con el fin de fijar la muestra. Asi, se prosigui6 lavando los preparados con
agua de irrigacion para luego continuar con la tincion propiamente dicha.
Con la ayuda de una pipeta Pasteur plastica, se coloco el volumen
suficiente de colorante a fin de cubrir el portaobjetos. Se dejo actuar por 7

min y luego se lavo, nuevamente, con agua de irrigacion.

Una vez secos los vidrios, a temperatura ambiente, utilizando un
microscopio de fluorescencia y un contador digital, se realizo el conteo y
lectura de los preparados. Se observo a 60X-100X (segun las
caracteristicas de la muestra) utilizando aceite de inmersion. Se registraron
500 espermatozoides por muestra; tal como se observa en la Figura 12, se
consideraron positivos aquellos espermatozoides que presentaron una
emision fluorescente en la gama de roja-amarilla y negativos aquellos que

presentaron una emision fluorescente verde.
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Figura 12. Marcacion con naranja de acridina. Espermatozoides con
ntcleo verde (ADN intacto), espermatozoides con niicleo anaranjado
(ADN alterado en su compactacion).

3.7 Infertilidad masculina

3.7.1 Datos clinicos de infertilidad masculina

Se procedi6 a registrar todos los datos clinicos de la historia clinica para
realizar estudios de correlacion con la fragmentacion del ADN
espermatico. Los datos registrados fueron: fertilidad comprobada, nimero
de hijos, anos de infertilidad, edad, estudios hormonales (TSH, FSH, LH
y Prl), diagnéstico de: dislipemia, hipertension, diabetes; peso, talla, indice
de masa corporal, estudios infectologicos, antecedentes de cirugias,
tabaquismo, ingesta de medicaciéon por algin tratamiento prolongado
(ANEXO III). Las parejas fueron incluidas segtin su diagnéstico en los
siguientes grupos: disminucion de la reserva ovarica (DRO), edad

reproductiva avanzada (ERA), factor masculino (FM), abortadora
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recurrente (ABT), baja complejidad fallida (BCF), factor tubo-peritoneal
(FTP), y esterilidad sin causa aparente (ESCA)

3.7.2 Calidad embrionaria y embarazo por el factor masculino

En esta etapa del estudio se incluyeron los tratamientos y embriones
detenidos resultantes de los procedimientos de reproduccion asistida. En
esta etapa se evalud la tasa de llegada al estadio de blastocisto (dia quinto
o sexto del desarrollo in vitro). Con el objetivo de evaluar el impacto del
factor masculino sobre la llegada al estadio de blastocisto y tasa de
embarazo, se trabajé con pacientes que realizaron tratamientos de
fecundacion in vitro con 6vulos donados, mujeres jovenes con buen
prondstico reproductivo. Las donantes de évulos tuvieron que cumplir con
los siguientes requisitos del programa de donacién de 6vulos: conteo de
foliculos antrales > 16 mm (este pardmetro nos manifiesta la buena
cantidad de 6vulos a extraer), serologia negativa, cariotipo normal y haber

asistido a la consulta psicoldgica y genética para asesoramiento.

Para la obtencién de los 6vulos de las donantes, los donantes siguieron un
protocolo de estimulacion ovarica de antagonista de GnRH de forma
flexible con una dosis diaria de 225-300 Ul de una gonadotropina
(Menopur®) (Ferring). Cuando el foliculo principal alcanzé un didmetro
de 14 mm, el antagonista de GnRH Orgalutran (MSD®) fue administrado
diariamente hasta el dia de la inyeccion del agonista de GnRH). Una vez
que el foliculo principal alcanzé 17-18 mm de didmetro y los niveles de
estradiol fueron> +500 pg / mL, el acetato de leuprolide (Lupron®, 2 mg)
se administré 36 horas antes de la recuperacién de ovocitos. Los 6vulos
maduros (estadio de metafase II), 4 horas después de su captacion, fueron
utilizados para realizar el procedimiento de ICSI. La muestra de
espermatozoides utilizada para el ICSI fue fijada con formaldehido al 2%
para su posterior estudio por la técnica de TUNEL. Por otro lado, al dia
siguiente (18 horas después de ICSI), se evalu6 la fecundacion de los

mismos. Los 6vulos fecundados de forma normal se cultivaron in vitro por
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5 a 6 dias. Los embriones en estadio de blastocisto (Figura 13) se
seleccionaron para su transferencia al dtero de la receptora, y el resto de
los embriones no transferidos se congelaron para su posterior uso. Asi
mismo, los embriones que quedaron detenidos en su desarrollo hacia el
estadio de blastocisto fueron fijados con formaldehido para su posterior
estudio. Las pacientes receptoras recibieron valerato de estradiol de forma
oral (Ronfase®) 4 mg diarios desde el dia 2 del ciclo menstrual. El dia 10
del ciclo se realiz6 un examen de ultrasonido. Después de la confirmacién
por ultrasonido del grosor endometrial > 6 mm y ausencia de actividad
ovdrica, se agregd progesterona (Utrogestan®) 600 mg diarios por via
vaginal durante 5 dias antes de la transferencia ET y hasta 14 semanas
después cuando el embarazo fue confirmado. La dosis de Ronfase se

aumento6 a 6 mg al dia si el grosor endometrial fue inferior a 6 mm.

Human Preimplantation Development

Figura 13. Estadios de desarrollo evaluados durante el cultivo in vitro
de embriones humanos. Imagen superior izquierda corresponde a un
ovulo fecundado normalmente (formacion de 2 pronicleos); imagen
superior medio y derecha corresponden a un embrion de desarrollo de
48 horas en cultivo (2-4 células); imagen inferior izquierda
corresponde a un embrion de 72 horas de desarrollo (8 células);
imagen inferior medio corresponde a un embrion de 96 hora de
desarrollo (modrula) y finalmente en la imagen inferior derecha
corresponde a un embrion en estadio de blastocito (> 120 horas de
desarrollo). Fuente: Concept Fertility Clinic.
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Como se menciond anteriormente, todos los embriones humanos restantes
fueron donados para investigacion con el consentimiento de las parejas
sometidas a procedimientos reproducciéon. Ninguno de los embriones
donados para este proyecto fueron transferidos a los destinatarios después
de ICSI. Si no hubieran sido donados a esta investigacidn, estos embriones

habrian sido descartados.

Luego de fijados los embriones, se evalud la presencia de caspasa-3 (CC3)
activa y Survivin (Surv): utilizando anticuerpo monoclonal para CC3
hecho en conejo (dil: 1: 100) Cell Signaling, EE. UU., y para Surv
(monoclonal de ratén, dil: 1: 100, Novus Biologicals, EE. UU.). Como
anticuerpos secundarios se empled Alexa Fluor (Molecular Probes)
(Invitrogen, Estados Unidos). El ensayo de TUNEL en los embriones
(Roche, EE. UU.) fue realizado para detectar fragmentacién de ADN. El
colorante Hoechst 33258 (Sigma) se usé para la tincién de ADN.

Ciento ochenta y siete embriones fueron estudiados después de ICSI.
Todos los embriones fueron procesados individualmente. La zona pelicida
fue ligeramente disuelta por incubacion en solucion acida de Tyrode
(Irvine Scientific, Estados Unidos), y luego los embriones fueron
procesados por inmunocitoquimica (ICC). Se realiz6 la deteccion del daiio
celular y apoptosis. Los embriones humanos se fijaron durante 45 minutos
en formaldehido al 2% y posteriormente lavados con PBS + 0.1% Triton
X-100 por 45 minutos adicionales. Después de la fijacién y lavado, las
muestras fueron bloqueadas durante al menos 1 h en PBS + 0.3% albtimina
de suero bovino (BSA) + suero de ternera fetal al 1% antes de la incubacién
con el anticuerpo primario durante la noche a 4 ° C, posteriormente se
procedio a lavar el anticuerpo primario, pasado ese tiempo, se incubaron
los embriones con el anticuerpo secundario durante 2 horas a 37 ° C. Los
embriones fueron lavados varias veces con PBS-BSA. Después del lavado,
se incubaron en solucién TUNEL durante 1 hora a 37 ° C. Finalmente los

embriones fueron incubados con Hoechst 33258 para la deteccién de
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ADN. Algunas imdgenes se obtuvieron utilizando un microscopio
confocal Olympus, con ldseres para excitar 488-, 568-y 633 nm, luego las
imagenes fueron procesadas con Adobe Photoshop C5; imdgenes
adicionales fueron capturadas con un Microscopio de fluorescencia
Olympus BX40. Controles negativos se ejecutaron en ausencia de
anticuerpos primarios. Este ensayo nos permitié determinar la activacion
citoplasmatica de CC3 en los blastomeros de cada uno de los embriones
(apoptosis); la activacion de Surv significé que la célula realizé una
estrategia para detener la muerte celular; TUNEL (positivo) significa que
se habia producido fragmentacion del ADN (dafio), pero ante la presencia
de la condensacion nuclear y TUNEL positivo significaron la evidencia

final de la célula entré en muerte por apoptosis (Figuras 14 y 15).

Figura 14. Imagenes de microscopia confocal para la deteccion de
Surv y TUNEL. En A, se puede observar blastomeras con el ADN
fragmentado (1 y 2) y no fragmentado (3), asi mismo se observan
blastémeras sin ADN (flechas). En B, se pueden observar blastémeras
positivas para Surv y negativas para TUNEL (*), y blastomeras
positivas para ambas marcaciones (*¥).
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Figura 15. Imagenes de microscopia de fluorescencia para la deteccion
de Surv (verde) y caspasa 3 activa (CC3) (rojo) en embriones
detenidos durante el desarrollo in vitro. La cabeza de flecha nos
muestra la tincion del ADN, observandose la condensacion del ADN
(apoptosis), finalmente, la flecha nos muestra el ADN condensado y
dafiado (TUNEL positivo).

3.8 Analisis estadistico

En el presente estudio se emplearon el estadistico de Mann-Whitney para
la comparacion de medianas entre dos muestras y Kruskal-Wallis para la
comparacion entre mas de dos grupos. Asi mismo se realiz6 el anélisis de
correlacion mediante el estadistico de Spearman, y la comparacién de los
coeficientes de correlacion se realiz0 mediante la prueba Z. Para la
comparacion de variables no paramétricas de tipo categorica se empled la
prueba de Chi-cuadrado. La determinacion del valor de corte fue realizada
mediante el andlisis de curva ROC (Reciever Operating Characteristic). En
todos los casos se considerd el valor de p<0.05 como estadisticamente

significativo.
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados demograficos

En la figura 16 y cuadro 7 se muestra la distribucion de los pacientes segiin
la causa de infertilidad que los llevo a realizar los tratamientos de alta
complejidad. Se puede observar que la mayor cantidad de pacientes
reclutados pertenecian a los grupos que tienen como indicacion factor

masculino (29%) y la reserva ovérica disminuida (38%).

EFM mDRO BERA mESCA mFTP mABT mFBC

Figura 16. Prevalencia de causas de infertilidad en la poblacion bajo
estudio. (FM) factor masculino, (DRO) reserva ovarica disminuida,
(ERA) edad reproductiva avanzada femenina, (ESCA) esterilidad sin
causa aparente, (FTP) factor tubarico, (ABT) abortadora recurrente
y (FBC) tratamientos de baja complejidad fallidos.
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Cuadro 7. Prevalencia (Nimero de casos y porcentajes) de causas de
infertilidad en la poblacion de estudio. (FM) factor masculino, (DRO)
reserva ovarica disminuida, (ERA) edad reproductiva avanzada
femenina, (ESCA) esterilidad sin causa aparente, (FTP) factor
tubarico, (ABT) abortadora recurrente y (FBC) tratamientos de baja
complejidad fallidos.

N %
FM 459 29
DRO 594 38
ERA 108 8
ESCA 162 10
FTP 54 3
ABT 81 5
FBC 102 7
TOTAL 1560 100

En relacion a los varones estudiados en el presente estudio, se
establecieron cinco grupos en funcion de las edades de los mismos, con el
fin de observar la predominancia etaria. La distribucion de la poblacion de
hombres segun su edad se observa en la Figura 17 y cuadro 8. Encontrando

que la mayoria de los pacientes se encuentran entre 35-42 anos.
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Mumero de pacientes

Rango de edades (afios)

Figura 17. Estratificacion etaria en la poblacion estudiada. Aqui estan
representados los rangos de edades versus el nimero de pacientes
presentes en cada uno de los grupos.
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Cuadro 8. Distribucion etaria de los casos de varones infértiles

incluidos en el estudio

Edad

(afios) N %0
<34 352 23
35-38 416 27
39-42 384 25
43-46 256 16
>47 152 9
TOTAL 1560 100

El siguiente analisis que realizamos en la poblacion fue la cantidad en afios

de infertilidad. Se agruparon los pacientes en funcidon de los anos de

infertilidad que llevaban con su actual pareja (Figura 18 y cuadro 9). Se

puede distinguir que en nuestra poblacion los afios de infertilidad se

encontraron mayoritariamente entre los 2-5 afios.

Mumerode pacientes
=]
[=
[=

1 2 3 4 5 b 7 B 10 n'c

Duracion de la infertilidad (afios)

Figura 18. Distribucion de la duraciéon de afios de infertilidad en la
poblacion. En esta figura estan representados los afios de infertilidad
que transita la pareja y el numero de pacientes.



67

Cuadro 9. Tabla de distribucion (Numero de casos y porcentajes) de
los afios de infertilidad que cursaron los pacientes incluidos en el
estudio. (n/c: consta en la historia clinica el dato especifico)

Afios infertilidad N %0
1 93 6
2 195 13
3 315 20
4 174 11
5 364 23
6 96 6
7 68 4
8 44 3
10 74 5
n/c 137 9
TOTAL 1560 100

4.2 Resultados sobre la calidad seminal y dafio del ADN

espermatico

Los pacientes descritos previamente obtuvieron las muestras de semen
segin lo indicado en materiales y métodos, se procedid a procesar y
evaluar las muestras totales, y a su vez se realizd la separacion de
espermatozoides moviles por la técnica de gradiente. Los resultados estan

representados en el cuadro 10.

Cuadro 10. Resultados de los valores de los parametros seminales en
la muestra entera (ME). Aqui se muestra el promedio, el desvio
estandar (DS), el intervalo de confianza al 95% (CI), y los valores
minimos y maximos de cada parametro seminal.

Promedio DS IC95% | Valor min | Valor max
Volumen 2.5 1.13 2.2-2.8 0.8 6
pH 7.5 0.5 7.4-7.7 6.5 8.5
Concentracion (millon/mL) 67.9 42.1 55.9-80.1 8 185
Movilidad (a+b) (%) 52.7 20.7 |46.7-58.6 20 72
Morfologia (%) 9.3 6.3 7.5-11.2 0 16




68

En la figura 19 se muestran los resultados de la movilidad y concentracion
de la muestra total o entera (ME) y post gradiente (MG) de todos los
pacientes. Evidenciandose que la técnica de gradiente fue eficiente para
separar espermatozoides moviles (mds del 90%). Sin embargo, la
concentracion  recuperada (24,4  millones/mL) siempre fue
significativamente menor (p<0.05) a la concentracion de la muestra total
(66,2 millones/mL). Es importante resaltar que esta técnica de separacion
espermatica fue efectiva, el test de fragmentacion se debe realizar sobre la
poblacidn de espermatozoides moviles cuando se considera desde un punto

de vista clinico.
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Figura 19. Resultados de la calidad seminal en los parametros de
movilidad (% a+b) (Mov) y concentracion (Cc) (millones/mL) en la
muestra entera (ME) vs. la muestra post gradiente (MG), (*p<0.05)
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Por otro lado, en esta seccion, detallaremos los resultados en relacion a las
variables relacionadas al dafio del ADN y los posibles mecanismos
involucrados (dafno oxidativo, apoptosis y la estabilidad de la cromatina),
asi, empezaremos con los datos obtenidos de cada una de las variables
evaluadas por microscopia de fluorescencia (TUNEL, BODIPY, Anexina
V y CC3) en las muestras de semen tanto en la muestra entera como en
post gradiente se muestran a continuacion en el cuadro 11 y figura 20. Se
puede observar que existié una disminucion significativa de los valores de
las variables evaluadas en la muestra post-gradiente respecto a la muestra

entera.

Cuadro 11. Resultados de la calidad seminal y dafio espermatico
evaluados por peroxidacion lipidica, apoptosis y estabilidad del medio
espermatico en la muestra entera y post gradiente. Aqui se muestra el
promedio, el desvio estandar (DS), el intervalo de confianza al 95%
(IC95%).

ME (X+DS (IC95%)

MG (X+DS dC95%)

Apoptosis [Anexina V
(+) (%)]

52.1 £18.1 (46.8-57.2)

37.6 £21.2 (31.5-43.6)

Peroxidacion lipidica
[BODIPY (+) (%)]

47.8 £16.4 (43.3-52.3)

23.6 £10.9 (20.5-26.8)

Apoptosis [CASPASA
3ACTIVA (+) (%)]

143 +£5.8 (12.1-16.4)

9.6 +5.3 (7.2-9.6)

Estabilidad del niicleo
espermatico
[NARANJA
ACRIDINA (+) (%)]

33.2 #8.2 (31.3-35.3)

10.5 £7.2 (8.7-12.3)

Estabilidad del niicleo
espermatico [TUNEL

(+) (%)]

32.3 £16.4 (27.5-36.9)

17.3 £10.4 (14.3-20.3)
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Figura 20. Comparacion de los marcadores (Anexina V, BODIPY,
CC3, naranja de acridina y TUNEL) entre la ME vs MG evaluados
por microscopia de fluorescencia (*p<0.05) (eje Y = porcentaje)

Asi mismo, se analizaron los distintos marcadores para detectar oxidacion
de las bases del ADN (80HdG), dafio del ADN que involucra la via de p53
(serl5) y la activacion de Caspasa 3 activa (C3A) (Figura 21) por Western
blot. Luego, mediante el analisis densitométrico, se determiné la cantidad
relativa de Caspasa 3 activa, p53 y 8OHdG, y se compararon estos
marcadores en la muestra total y post-gradiente. Al igual que en el caso
anterior, luego del gradiente se observo una disminucion significativa de

los niveles de los tres marcadores (Cuadro 12, Figura 21 y 22).
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Figura 21. Representacion de una muestra (N=4) del estudio de
Western blot para p53, 8 OHdG y Caspasa 3 activa en muestra entera
(ME) vs. Post-gradiente (MG).

Cuadro 12. Resultados de los parametros de dafio oxidativo y
apoptosis determinados por western blot determinados en las
fracciones de muestra entera (ME) vs. Post gradiente (MG). Se
describen el promedio (X), desvio estandar (DS) e intervalo de
confianza al 95% (IC95%) para cada marcador.

ME (X+DS (IC95%) MG (X+DS IC95%)
p53 16,7 + 3,4 (15,1-18,5) 10,2 +2,9 (8,8-11,7)
SOHdG 31,6 £8,5(27,4-35,9) 15,8 +6,1 (12,8-18,9)
Caspasa
3 activa 8.8 +3,1(7,3-10,3) 44 +22(3,3-5,5)
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Figura 22. Comparacion de los marcadores (p53, SOHdG y CC3)
entre la ME vs MG. Evaluados por western blot (*p<0.05)
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Seguidamente se efectud el andlisis de correlacion entre los diferentes
marcadores de estrés oxidativo, fragmentacién del ADN y apoptosis con
las variables edad, morfologia espermatica y movilidad. Los resultados se

muestran en las siguientes Figuras.
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Figura 23. Correlacion de los marcadores, Anexina V, BODIPY y
TUNEL con la variable edad en la fraccion de muestra entera (ME).

Como se puede observar, la correlacion entre los marcadores y la variable
edad es positiva y significativa en todos los casos. Siendo el TUNEL el
que presenta mayor valor de R (=0.38), seguido por la Anexina V (R=0.32)
y finalmente el BODIPY (R=0.21) (Figura 23).
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De igual manera se pudo observar que las muestras luego de gradiente

presentan similar comportamiento (Figura 24).
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Figura 24. Correlacion de los marcadores, Anexina V, BODIPY y
TUNEL con la variable edad en la fraccion de muestra post gradiente
(MG) (eje Y = porcentaje).

La correlacién entre los marcadores y la variable edad es positiva y
significativa en todos los casos post gradiente. Siendo la Anexina V el que
presenta mayor valor de R (=0.35), seguido por el BODIPY (R=0.31) y

finalmente el TUNEL (R=0.26) (Figura 24).

Por otro lado, al realizar el mismo analisis de correlacion entre los
marcadores de p53, 8OHdG y Caspasa 3 activa vs. edad, morfologia y
movilidad, se observé que tanto en la ME, asi como en la fraccion MG, los
tres marcadores expresaron una correlacion positiva y significativa en

relacion a la edad del vardn (Figuras 25 y 26).
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Figura 25. Correlacion entre los marcadores p53, 8OH y Caspasa3 con

la variable edad en la fraccion de muestra entera (ME) (eje Y =
densidad relativa).

La correlacion entre los marcadores y la variable edad es positiva y
significativa en todos los casos post gradiente. Siendo la 8OH-dG el que

presenta mayor valor de R (=0.59), seguido por la CC3 (R=0.37) y

finalmente el p53 (R=0.2) (Figura 25).
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Figura 26. Correlacion entre los marcadores p53, 8OH y Caspasa3 con
la variable edad en la fraccion de muestra post gradiente (MG).
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La correlacion entre los marcadores y la variable edad es positiva y
significativa en todos los casos post gradiente. Siendo la 8OH-dG el que
presenta mayor valor de R (=0.61), seguido por la CC3 (R=0.55) y
finalmente el p53 (R=0.2) (Figura 26). A diferencia de lo mostrado
anteriormente, al realizar el analisis de correlacion de las mismas variables
con respecto a la morfologia en la muestra total, se observo que la

correlacion fue negativa y significativa en todos los casos (Figura 27A).
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Figura 27. Correlacion de los marcadores: Anexina V, BODIPY y
TUNEL vs la morfologia estricta (A) y la mov. (B).
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La correlacion entre los marcadores y la morfologia es negativa y
significativa en las muestras enteras. Siendo el TUNEL el que presenta
mayor valor negativo de R (= -04), seguido por el BODIPY (R=-0.2) y

finalmente la Anexina V (R=-0.1) (Figura 27A).

En la figura 27B, se puede evidenciar la correlacion entre las variables de
TUNEL, BODIPY y Anexina V en relacion a la movilidad, asi, el TUNEL
evidencié una correlacion negativa y significativa (R = -0.34), sin
embargo, tanto el BODIPY como la Anexina V mostraron una correlacion

positiva y significativa con la movilidad, R=0.22, 0.28, respectivamente).

El andlisis de correlacion entre p53, 80OHAG y caspasa 3 activa vs.
morfologia mostr6 una correlacion negativa y significativa (Figura 28 A).
Ese mismo comportamiento se observo para SOHDG y CC3 (Figura 28

B).
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Figura 28. Correlacion entre los marcadores p53, SOHdG y CC3 vs.
La morfologia estricta de Kruger en la muestra entera (ME) (A) y la
movilidad (B).
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La correlacion entre los marcadores y la morfologia fue negativa y
significativa en la muestra entera. Siendo la SOHdG el que presenté un
mayor valor de R (= -0.39), seguido por la CC3 (R= - 0.29) y finalmente
el p53 (R=-0.1) (Figura 28A). La correlacion entre los marcadores y la
movilidad fue negativa y significativa en la muestra entera. Siendo la
80HJG el que presenta mayor valor de R (= -0.35), seguido por la CC3
(R=-0.13), sin embargo, el p53 tuvo un comportamiento de correlacion

positiva (R= 0.44) (Figura 28B).

Respecto a la edad, se evalu6 a partir de qué edad se puede evidenciar un
incremento de los marcadores en los pacientes estudiados. Asi, en las
figuras 29 y 30, podemos observar que a partir de los 45 afios en adelante
se observa un incremento significativo de los parametros Anexina V,
BODIPY y TUNEL (Figura 29). En la Figura 30 se muestra el mismo

analisis con los valores de p53, 8OHdg y Caspasa 3 activa.
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En base a lo anteriormente mencionado (Figuras 29 y 30) y con el objetivo
de afinar el andlisis respecto al impacto de la edad del varéon y su impacto
sobre los pardmetros seminales y las algunas de las variables estudiadas
(Anexina V, Caspasa 3 activa, TUNEL y BODIPY), se estableci6 un valor
de referencia para la edad (43 afios). Asi, al comparar estas variables en
relacion a este punto de referencia, se puede observar el siguiente resultado
(Cuadro 13). En este cuadro se puede observar que existe un impacto
positivo de la edad del varén por encima de los 43 afios de edad, se
evidencid un incremento significativo de las variables relacionadas al dafio
espermatico (ruptura del ADN, oxidacion y apoptosis), asi como un

impacto negativo sobre la movilidad espermatica (cuadro 13).

Cuadro 13. Comparacion de las variables: Anexina V, CC3, TUNELy
BODIPY respecto a la edad (mayor o menor que 43 afios).

EDAD < 43 aiios EDAD > 43 aios

X+DS (IC95%) X+DS (IC95%) p
Concentracion
espermatica
(millones/mL) 49,2 + 19,4 (42,8-55,6) | 47,2 +27,3 (35,1-59,3) | 0,74
Movilidad (a+b) 37,1 £4,6 (35,5-38,6) | 30,2 +4,7(28,1-32,3) | 0,001
Morfologia (%) 7,5+5,2(5,8-9,2) 54 +43 (3,4-7,3) 0,1
Anexina V (%) 13,8 +8,6 (10,9-6,7) | 25,0+ 12,1 (19,7-30,3) | 0,001
Caspasa 3 activa (%) 8,0+4,2(6,6-9,4) 13,2 +4,8 (11,1-15,5) | 0,001
TUNEL (%) 14,8 +10,2 (11,4-18,1) | 28,1 + 13,4 (22,2-34.1) | 0,001
BODIPY (%) 16,7 +8,5(13,9-19.4) | 26,5 +7,3(23.3-29,8) | 0,001
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4.3 Resultados de los estudios de la infertilidad masculina y

fragmentacion del ADN espermatico

Cuando se realizo6 el andlisis espermatico y de dafio del ADN (TUNEL)
entre las poblaciones de varones infértiles y fértiles, se evidencidé una
diferencia significativa entre los grupos para la variable morfologia,

movilidad progresiva y fragmentacion del ADN (TUNEL) (Cuadro 14).

Cuadro 14. Comparacion de las variables seminales y la
fragmentacion del ADN respecto a la fertilidad.

INFERTILES FERTILES p
Edad 36.5+5.2 32.8+4.7 0.99
Concentracion
espermatica 45.5+40.6 55.1+224 0.22
(millones/mL)
Movilidad 47.8+19.8 57.2+16.1 0.01
progresiva (%)
Morfologia (%) 6.5+3.8 122+£2.5 0.01
Fragmentacion del
ADN (%) 17.8 £10.8 7.6+3.9 0.01

Con ambas poblaciones, fértiles e infértiles, se realiz6 andlisis de curva
ROC para establecer un valor de corte para la fragmentacion del ADN
respecto al hecho de ser un vardn fértil, asi, se determin6 que el valor de
15% de fragmentacion del ADN espermatico para determinar fertilidad,
con una especificidad del 100% y una sensibilidad del 53%. El éarea bajo

la curva obtenida fue de 0,78 (Figura 31 y 32).
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Figura 31. Grafica de curva ROC para establecer el valor de corte de
la fragmentacion del ADN espermatico entre poblaciones de varones
fértiles e infértiles.
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Figura 32. Grafica de sensibilidad y especificidad de acuerdo al valor
de corte de la fragmentacion del ADN espermatico (15%) entre
poblaciones de varones fértiles e in fértiles.
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Luego de evaluar los antecedentes de la historia clinica de los varones
infértiles y los analisis seminales de los mismos, se logrd establecer una
correlacion positiva entre algunas comorbilidades medicas presentes con
la fragmentacion del ADN espermatico. Asi, las comorbilidades
establecidas a partir de las historias clinicas fueron: hipertension,
hipotiroidismo, trastornos de ansiedad, sindrome metabolico y enfermedad
respiratoria. En el cuadro 15, se puede observar la comparacion entre
varones infértiles con o sin comorbilidades médicas y su relacién con los
parametros seminales y la fragmentacion del ADN. Asi en general, se pudo
evidenciar que el volumen (mL), concentracion espermatica
(millones/mL), movilidad progresiva (a+b) y la fragmentacion del ADN
(%) se vieron significativamente afectados ante la presencia de

comorbilidades.

Cuadro 15. Comparacion de los parametros seminales y
fragmentacion del ADN espermatico entre pacientes infértiles con o
sin comorbilidades (*p<0,05)

Sin Co-morbilidades Co-morbilidades
N*® pacientes 1010 112
Edad 34,1+ 9,6 35,6182
Volumen (mL) 35+1,3 1,9+0,5(*)
Conc. 82,3+34,3 53,2+14,6 (*)
Movilidad 1l1+11 S el B S50 E1ANE)
Movilidad Total 61,8+9,4 54,5+11,1
Test eosina 70,1+ 18,6 67,2+14,4
PMN 0,5+0,2 0,7+0,2
Morfologia estricta (%) 84+5,3 et T

Fragmentacion ADN 10,2+6,4 17,8 +5,3 (*)
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Dentro los pacientes que presentaron comorbilidades, se compar6 los
niveles de fragmentacion del ADN entre ellos, evidencidndose que los
pacientes con trastornos de ansiedad y sindrome metabodlico presentaron
niveles significativamente mayores de dafio del ADN (Figura 33). El
sindrome metabolico fue definido por el médico en base a la historia
clinica con evidencia de dislipemia secundaria (triglicéridos > 150 mg/dlI,
HDL < 40 mg/dl, colesterol total / HDL > 4,5), insulino resistencia (glucosa
> 100 mg/dl, insulina > 126 mg/dl ¢ IMC > 25 Kg/m2); en ¢l caso de los
pacientes con trastornos de ansiedad, este registro fue tomado de la historia
clinica de los pacientes que reportaron derivacion con
psiquiatria/psicologia, asi también, con el consumo de medicamentos para
el tratamiento del mismo; hipotiroidismo (TSH - tirotropina > 5uU/mL);
hipertension (presion arterial cronica > 140/90); enfermedad respiratoria

cronica (antecedentes de asma, rinitis alérgica y enfermedad pulmonar

obstructiva crénica — EPOC).
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Figura 33. Comparacion de los niveles de fragmentacion del ADN
espermatico en una poblacion de varones infértiles que presentaron
comorbilidades médicas (p<0,05) (eje Y = porcentaje)
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Luego de establecer el valor de corte de la fragmentacion del ADN
espermatico en 15%, comparando varones fértiles e infértiles, se evalud
dentro de la poblacion de varones infértiles aquellos que tenian valores por
encima o por debajo de este valor y que realizaron tratamientos de
reproduccion asistida con dvulos donados. Asi, se pudo evidenciar que la
tasa de blastulacion, es decir la probabilidad de formar un blastocisto (dia
quinto o sexto de desarrollo) fue significativamente menor en los pacientes
que tenian un valor de TUNEL por encima de 15%, asi mismo la tasa de

embarazo fue menor en este grupo de pacientes (cuadro 16).

Cuadro 16. Resultados clinicos dentro de una poblacion de varones
infértiles que realizaron tratamientos de reproduccion asistida con
ovulos donados.

TUNEL < TUNEL > p
15% 15%

Numero de ovulos 8,9+2,3 8,5+1,8 0,75
recibidos (X)
Morfologia 6,5+3,1 5,9+42 0,58
espermatica (%)
Fragmentacion del 7,6 +3,8 249+ 11,5 0,001
ADN espermatico
(%)
Tasa de 76,1 £ 19,4 73,8 £ 18,2 0,68
fertilizacion (%)
Tasa de 59,2 +22 37,5+ 28 0,008
blastulacion (%)
Tasa de embarazo 74,5 50 0,05
(%)

Al establecer el coeficiente de correlacion entre la fragmentacion del ADN
y la blastulacion, se observo que esta fue negativa y significativa (R = -

0,50) (Figura 34).
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Figura 34. Analisis de correlacion entre la fragmentacion del ADN
espermatico y la tasa de blastulacion, R= - 0,5.

Finalmente, cuando se analizaron los embriones detenidos en su desarrollo
de los pacientes infértiles que realizaron tratamientos de reproduccion
asistida con 6vulos donados, se evidencié un incremento de dafio en la
evolucion embrionaria, mediante mecanismos de apoptosis y dafio directo
del ADN de las blastomeras en aquellos pacientes con niveles de

fragmentacion de ADN mayor a 15% (Cuadro 17).
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Cuadro 17. Comparacion de los niveles de dafio del ADN y apoptosis
en embriones detenidos provenientes de pacientes infértiles con
valores de fragmentacion del ADN mayor o menor a 15%.

TUNEL <15% | TUNEL > 15% p
N.° de embriones 112 75
N.° blastomeras 860 432
Blastomeras sin 53,2 31,7 0,0001
daiio del ADN (%)
Blastémero con 9,1 15,9 0,0004
daiio del ADN, CC3
() y Surv (-)
Blastomero con 15,3 17,6 0,29
daiio del ADN, CC3
(+) y Surv ()
Blastomero sin 2.9 3.9 0,45
daiio del ADN, CC3
(1) y Surv ()
Blastomero con 16,4 21,9 0,007
dafio del ADN, CC3
(+) y Surv (+)
Blastomero con 3,0 8,8 0,0001
dafio del ADN, CC3
(+) y Surv () y
condensacion

nuclear
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5. DISCUSION y CONCLUSIONES

5.1 DISCUSION

El presente estudio abarco el analisis de una poblacién de varones que
realizan tratamientos de reproduccion asistida de alta complejidad. Dentro
de esta poblacion la mayoria correspondian a casos de parejas que asisten
al centro por factor masculino severo y también por casos de mujeres con
baja reserva ovdrica (cuadro 7, figura 16). Por otro lado, es importante
resaltar que en la poblacion estudiada prevalecieron de edades por encima
de la media de varones que buscan fertilidad de forma natural, en esta
poblacion la edad promedio estuvo entre los 40 a 45 afios de edad (cuadro
8, figura 17). Este dato es fundamental, ya que seguramente este aspecto
relacionado a la edad podria estar relacionado con muchos otros aspectos
tales como el estrés oxidativo, presencia de comorbilidades, etc., en este
sentido, se ha podido confirmar en los resultados que la edad tuvo un
impacto de manera significativa sobre la fragmentacion del ADN por

accion principalmente oxidativa (Cuadro 13, figuras 23-26, 29 y 30).
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En este sentido, sobre el andlisis de la fragmentaciéon del ADN, es
importante mencionar que desde el momento en que surgio, aporté nuevas
expectativas en la busqueda de explicacion a las fallas repetidas de FIV-
ICSI. Se ha descrito la importancia de la estabilidad del nucleo espermético
en relacion con el éxito reproductivo en humanos. Asi, el incremento
significativo de los niveles de fragmentacion del ADN estaria asociado a
bajas tasas de fertilizacion, implantacion embrionaria e incremento de
abortos (Carrell DT, Liu L, Peterson CM, Jones KP, Hatasaka HH,
Erickson L, Campbell B, 2003; Seli E, Gardner DK, Schoolcraft WB,
Moffatt O, Sakkas D., 2004; Virro MR, Larson-Cook KL, Evenson DP,
2004; Lewis y Aitken, 2005; Messeguer et al, 2008; Aitken et al, 2009;
Sakkas y Alvarez, 2010). En estos aspectos mencionados, este estudio ha
podido confirmarlos, como se verd mas adelante en la discusion. Cabe
resaltar que tantos factores fisicos como metabolicos pueden inducir el
dafio del ADN espermatico. Este puede ocurrir en la espermatogénesis o
durante el transito por el epididimo (Aitken et al, 2005; Aitken et al, 2006;
Aitken y DeLullis, 2007; Banks et al, 2005). De igual manera, se han
descrito factores de riesgo asociados al incremento de la fragmentacion del
ADN, tales como: varicocele, criptorquidia, edad avanzada,
leucocitospermia, teratozoospermia severa, episodios de fiebre alta, radio
y quimio terapia (Angelopoulou R, Plastira K & Msaouel P, 2007; Delbes
G, Hales BF & Robaire B, 2007; Smith R, Kaune H, Parodi D, Madariaga
M, Morales I, Rios R, Castro A, 2007; Smit M, van Casteren NIJ,
Wildhagen MF, Romijn JC, Dohle GR, 2010; Vagnini L, Baruffi RL, Mauri

AL, Petersen CG, Massaro FC, Pontes A, Oliveira JB, Franco JG Jr, 2007;
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Wu GJ, Chang FW, Lee SS, Cheng YY, Chen CH, Chen IC, 2009;
Moskovtsev SI, Lecker I, Mullen JB, Jarvi K, Willis J, White J, Lo KC,
2009), todos estos eventos se encuentran directa o indirectamente
asociados a la generacion de especies reactivas del oxigeno, que como se
menciond anteriormente, sobrepasan la capacidad neutralizante en el tracto
reproductivo, o del plasma seminal y debido a esto, tienen lugar eventos
de oxidacion en los espermatozoides. En este sentido, en el presente
trabajo se evidencid claramente el incremento concomitante de los
marcadores de dafio de ADN junto a los de dafio oxidativo, lo cual conduce

a proponer que son eventos relacionados (cuadro 11 y 12, figura 20-22).

Con respecto a la busqueda de diversos marcadores que se encuentran
asociados al dafio del ADN vy estrés oxidativo (tanto en la membrana
espermatica como sobre el ADN mismo), se ha incluido la evaluacion de
lo que ocurre cuando se selecciona espermatozoides moviles mediante la
técnica de gradiente en relacion a los diversos marcadores. En todos los
casos se logré realizar la técnica de separacion con €xito, consiguiendo una
tasa de movilidad optima, siendo significativamente superior a la
encontrada en la muestra total o entera, asi mismo es importante resaltar
que siempre que se realiza esta metodologia de seleccion, se obtiene una

menor cantidad de espermatozoides por mililitro.

En relacion a los marcadores que permiten conocer mejor el origen del
dano del ADN de estos varones, el uso del marcador BODIPY, ayuda a

evaluar el dafio peroxidativo en la membrana, con este ensayo se pudo
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conocer si el dafio del ADN podria haber estado inducido por estrés
oxidativo. Por otro lado, la Anexina V y la CC3, son marcadores de
membrana plasmatica y de activacion la via apoptotica irreversible,
respectivamente, los cuales permitieron asociar el dafio producido en el
ADN a eventos de apoptosis. Asi mismo, el TUNEL es un marcador in situ
para valorar el dafio del ADN, tanto de simple como de doble cadena. Con
lo expuesto, es importante conocer el origen del dafio, ya que como se
menciond al inicio de este trabajo, seria de relevancia clinica, ya que
podrian ayudar a dirigir de una mejor manera los tratamientos a realizar en
estos varones, ya sean médicos (cirugias, tratamiento antioxidante) o
mediante terapéuticas de eliminacion (filtracion) de estos espermatozoides
danados previo a su uso en las técnicas de reproduccion asistida de alta

complejidad (ICSI, inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides).

Los resultados con la técnica de separacion espermatica por gradiente
permitieron la disminucion significativa de los marcadores relacionados al
dafio y oxidacion del ADN, sin embargo, no existe una completa ausencia
de los mismos, lo cual hace pensar que algunos espermatozoides moviles
presentan dafio del ADN y oxidacion (cuadros 12 y 13, figuras 20-22). Este
hecho es interesante, ya que como se sabe para las précticas de FIV o ICSI,
se utilizan estos espermatozoides moviles, por lo que aun realizando esta
técnica habria la posibilidad de micro inyectar o inseminar
espermatozoides dafiados. Este hecho afectaria significativamente la
disminucion de los resultados reproductivos como la vamos a discutir mas

adelante.
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Es importante mencionar que las técnicas propuestas (microscopia de
fluorescencia y Western blot), para la evaluaciéon de los marcadores,
aunque no son las Unicas disponibles, nos han permitido identificar de
manera precisa y objetiva las variables propuestas. Asi, en relacion a la
fluorescencia, la cuantificacion mediante el conteo de un alto nimero de
espermatozoides, permitié disminuir la desviacion en los resultados. De
igual forma, la técnica de Western blot, ha permitido objetivamente,
mediante el analisis computarizado de la densidad de las bandas, establecer
los valores relativos de cada uno de los marcadores (p53, 8OHdg y

Caspasa 3 activa) (cuadro 12, figura 21).

Respecto al impacto de la edad y la fragmentacion del ADN, algunas
publicaciones de grupos de interés en el tema y como se ha demostrado en
este trabajo, pone de manifiesto que los hombres con edad avanzada
parecen producir espermatozoides con dafio, por ejemplo, apoptosis,
trastornos en la compactacion de la cromatina, daio del ADN, mutaciones
genéticas y/o aneuploidias (Aitken et al, 2009, Sakkas y Alvarez, 2010;
Angelopoulou R, Lavranos G & Manolakou P., 2009). Algunos autores
han reportado que el incremento de la fragmentacion del ADN (TUNEL)
puede estar vinculada a pacientes con edad avanzada. Sin embargo, s6lo
algunos de estos estudios encontraron alguna evidencia de un umbral en
relacion a la edad y el incremento significativo del dafio del ADN, asi la
mayoria de estos reportes colocan la edad de 40-45 afios como un criterio
significativo para evaluar la fragmentacion del ADN espermatico

(Angelopolou et al, 2007, Vagnini et al, 2007; Singh NP, Muller CH &
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Berger RE. 2003; Colasante A, Minasi MG, Scarselli F, Casciani V,
Zazzaro V, Ruberti A, Greco P, Varricchio MT, Greco E., 2019; Le MT,
Nguyen TAT, Nguyen HTT, Nguyen TTT, Nguyen VT, Le DD, Nguyen
VQH, Cao NT., 2019). En el presente trabajo, se evidencié de manera
prospectiva que existe una correlacion positiva y significativa entre la edad
frente a la presencia de fragmentacion del ADN, apoptosis y peroxidacion
lipidica en la membrana plasmatica, tanto en la muestra total o entera como
luego de ser procesada por gradiente (cuadro 13, figuras 29 y 30). Las
correlaciones para los distintos marcadores al ser comparados entre la
muestra total y post gradiente presentaron diferencias significativas
(figuras 23-26). Es importante mencionar que en base a los ultimos
resultados propuestos en este estudio es clave pensar que los varones que
realizan tratamientos de reproduccion asistida, tendrian una mayor
probabilidad de presentar este tipo de dafio de forma significativa a partir
de los 43 afios. Lo cual podria ser una herramienta util para seleccionar a
pacientes que deberian realizar este tipo de estudio antes de iniciar

cualquier tratamiento de alta complejidad.

Es interesante notar la correlacion positiva, acentuada, entre el dafio del
ADN promovido por estrés oxidativo (80OHdG) y la edad de los varones
(figuras 25 y 26). Lo cual estaria indicando que tanto, en muestra total
como en el post gradiente, a medida que incrementa la edad, el origen del
dano del ADN se originaria principalmente por el estrés oxidativo y, una
proporcion menor, por la via de apoptosis directa (activacion de caspasas

o p53). Estos datos fueron confirmados por otros autores, mediante el
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analisis de otras vias oxidativas clasicas, como la medicion de malén di-
alheido (MDA), oxido-reduccion, etc. (Agarwal A, Qiu E & Sharma R,
2018). Ademas, es crucial destacar que en este grupo de varones no
presentaron ninguna patologia testicular ni alteracion del eje hipotalamo -
hipofisis - gonada, por lo que seria principalmente la edad que por efecto
oxidativo estaria promoviendo el dafio del espermatozoide (a nivel del
ADN, morfologia y movilidad). A medida que aumenta la edad, se
incrementa la posibilidad del dafio oxidativo y por consiguiente podria
afectar la fisiologia testicular promoviendo la formacion de
espermatozoides dafiados a raiz de las EROS (Aitken et al, 2009; Sakkas
y Alvarez, 2010). Al respecto se han publicado numerosos trabajos que han
descrito el efecto negativo del dafno oxidativo (EROS) en relacion a la
integridad del espermatozoide, especificamente a nivel del ADN y como
este evento impactaria en la fertilidad del varon (Aitken et al, 2006;
Moustafa et al, 2004; Makker K, Agarwal A & Sharma R, 2009; Saleh y

Agarwal, 2002, Aitken RJ, Baker MA & Sawyer D, 2003).

Por otro lado, en la literatura, la morfologia espermatica no siempre se ha
asociado con el dafio del ADN, existen reportes a favor de una asociacion
y otros que la contradicen (Zidi-Jrah I, Hajlaoui A, Mougou-Zerelli S,
Kammoun M, Meniaoui I, Sallem A, Brahem S, Fekih M, Bibi M, Saad A,
Ibala-Romdhane S., 2016; Colasante et al., 2016). Sin embargo, en base a
los resultados obtenidos, sobre la muestra entera, se pudo observar que los
marcadores de dano del ADN (TUNEL), Anexina V (apoptosis) y

BODIPY (peroxidacion lipidica) correlacionaron negativamente con el
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incremento del indice de morfologia espermatica (figuras 27A 'y 28A). Es
decir, que las muestras con una mayor proporcion de espermatozoides
normales, presentaron bajos niveles de fragmentacion de ADN, apoptosis
y estrés oxidativo. Es interesante poder plantear la hipotesis que, al existir
un incremento del dafio espermatico, esto repercute en la morfologia del
mismo, imaginando que esto ocurre principalmente a nivel testicular,
especificamente durante la espermiogénesis, que como se mencion6 en la
introduccidn, es la etapa mas susceptible a una seria de eventos que puedan
causar algun tipo de dafio en los espermatozoides maduros. Se ha
establecido previamente que la asociacion entre la morfologia espermatica
inadecuada y la fragmentacion del ADN espermadtico estdn relacionadas
con la probabilidad de abortos tempranos en la poblacion de pacientes con

abortos recurrentes (Zidi-Jrah I et al., 2016).

En relacion a la movilidad espermatica ocurrio un fendémeno también
interesante, se pudo observar que la movilidad presenta una correlacién
negativa con la fragmentacion del ADN, Anexina V y BODIPY (figuras
27B y 28B). Esto sugiere que, en la muestra total, la fragmentacion de
ADN estaria mas asociada a espermatozoides inmoviles, por lo que las
muestras con menor movilidad presentan mayor indice de dafio del ADN
y muerte celular. Por otro lado, la Anexina V y el BODIPY, son marcadores
de superficie espermatica, estan altamente relacionados al dafio de la
membrana, lo cual impacta negativamente la movilidad espermatica
(cuadros 13 y 14). Asi la movilidad espermadtica evidenci6 una correlacion

negativa con el incremento de dafio del ADN por estrés oxidativo,
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confirmado por el incremento de los niveles de TUNEL y 8OHdG. La
Caspasa 3 activa también evidencié una correlacion en relacion a la
movilidad espermatica, esto probablemente estd relacionado con la
activacion de la Caspasa 3 y la disfuncion mitocondrial, lo cual es
intimamente relacionada a la reduccion de la motilidad espermatica

(Sakkas y Alvarez, 2010, Aitken RJ, Baker M & Nixon B, 2015).

Por otro lado, tomando los eventos de dafo del ADN espermatico
relacionados a las comorbilidades médicas, fue muy interesante encontrar
un incremento significativo del dafio del ADN en pacientes con trastornos
metabolicos y aquellos que consumen medicamentos para el tratamiento
de la ansiedad (cuadro 15, figura 33). En relacion a esto existe evidencia
del impacto del sindrome metabdlico asociado al sobrepeso y la obesidad
sobre la generacion de estrés oxidativo sobre muchas células de drganos
con alto gasto energético, incluido el testiculo (Wlodarczyk M & Nowicka
G, 2019; Aitken et al., 2011; McPherson N & Lane M, 2015). Si bien, no
fue un objetivo dar respuesta a esta situacion con demasiada precision, es
importante comentar que se ha publicado que, durante el sindrome
metabolico asociado a obesidad, se producen sefiales pro-inflamatorias
constantes, lo cual promueve el reclutamiento de neutréfilos y macrofagos
que, a su vez, crean especies reactivas del oxigeno y nitrogeno enddgenas
(Wtodarczyk M & Nowicka G, 2019). Respecto al consumo de ansioliticos
no hay reportes publicados en la literatura al respecto, sin embargo, esto
abre una puerta para estudios posteriores ya que actualmente es cada vez

mas frecuente el consumo de este tipo de medicacion y en muchos de los
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casos sin prescripcion médica. Es importante resaltar esta etapa del trabajo
de investigacion por el interés social, en el sentido que cada vez es mas
frecuente encontrar personas sedentarias, con sindrome metabolico
asociado en la mayoria de casos a diabetes tipo II, lo cual debe ser un

disparador de alerta al momento de la consulta por infertilidad.

Un hallazgo importante en este trabajo es la asociacion del dafio del
espermatozoide (principalmente dafio del ADN) con el dafio oxidativo. Sin
embargo, es relevante un aspecto fundamental el establecer el valor de
corte relacionado a la capacidad fértil de un varon. Es decir, al comparar
una poblacion de varones fértiles e infértiles, se determind que el valor de
corte de 15% permiti6 diferenciar la capacidad reproductiva de estas dos
poblaciones (cuadro 14, figuras 31 y 32). En la literatura, existen
numerosos valores de corte para el dafio del ADN, estos sufren
modificaciones considerando principalmente el método de deteccion, en el
caso del TUNEL, el valor de corte previamente establecido por la literatura
fue del 20% (Sergerie M, Laforest G, Bujan L, Bissonnette F, Bleau G.,
2005), en este trabajo se establecio el valor de corte utilizando la muestra
entera (moviles + inmdviles), y el TUNEL fue cuantificado por citometria
de flujo. Asi mismo, Sharma y colaboradores establecieron un valor de
corte en 19.75%, en este caso fue realizado en la muestra entera y
cuantificada por microscopia de fluorescencia. Sin embargo, es preciso
recalcar la importancia de que cada laboratorio logre establecer su propio
valor de corte, y que éste se encuentre correctamente validado entre las

poblaciones incluidas. En este sentido, en la poblacién de varones
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infértiles, se incluyeron sélo pacientes con factor masculino, es decir que
la pareja no presentara ningtin indicio de infertilidad, esto fue fundamental
al momento de medir el impacto solo del factor masculino puro. Asi
mismo, en el caso de los varones fértiles, se incluyeron a hombres que
habian logrado el embarazo y nacimiento de un nifio en un periodo no
mayor a 6 meses en relacion al momento de la evaluacion de su muestra
seminal para este estudio. Actualmente, en la region de Sudamérica, no
existen reportes publicados de valores de corte para este marcador
espermatico, para la técnica de TUNEL por microscopia de fluorescencia.
A raiz de este estudio, el valor de corte del 15% ha sido considerado como
referencia para muchos laboratorios clinicos. Luego de establecer este
valor de corte, clinicamente se ha podido demostrar que varones que tienen
niveles por encima de 15% sufren un impacto negativo sobre los resultados

reproductivos.

La calidad seminal generalmente se expresa en términos de la
concentracion, motilidad y morfologia espermatica (OMS, 2010).
Previamente se ha publicado que estos parametros, especificamente la
morfologia y la motilidad, se encuentran estrechamente relacionadas a las
alteraciones del ADN (Uriondo H, Alvarez Sed6 C, Gil MV, Frazer P,
Serna J, Nodar F., 2011, Alvarez Sed¢6 et al., 2012). Aunque el daiio al
ADN espermatico no se considera dentro del analisis regular del semen, la
literatura sugiere que el dafio en el ADN espermatico produce un impacto
relevante en la fertilidad masculina. Se han presentado varias teorias para

explicar el dano en el ADN espermadtico (apoptosis, remodelacion de la
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cromatina, dafio oxidativo) (Sakkas y Alvarez, 2010). Durante el proceso
de la seleccion natural de las especies, la fecundacién debe ocurrir
idealmente gracias a la participacion de un ovocito de buena calidad y un
espermatozoide con el ADN integro. A la fecha, las técnicas de
reproducciéon asistida han mejorado sustancialmente en la seleccion
espermadtica, sin embargo, no se puede garantizar el uso de
espermatozoides sanos (sin ADN dafnado) para fecundar al ovocito
(Tavukguoglu et al., 2012). Con el objetivo de caracterizar a la calidad
espermatica, la fragmentacion del ADN espermatico se puede considerar
como un parametro importante de la calidad del semen y sirve de manera
especifica para evaluar la integridad nuclear, que como mencionamos
anteriormente juega un rol fundamental en los procesos de fecundacion y
desarrollo embrionario (Bungum M, Humaidan P, Spano M, Jepson K,

Bungum L, Giwercman A., 2007).

El papel fundamental del espermatozoide en la definicion de la infertilidad
masculina ha tenido por muchos afios un real interés, sin embargo, poco se
sabe en detalle con el nivel de accion especifico que tienen determinadas
afectaciones espermatico sobre diferentes eventos reproductivos, asi, por
ejemplo, desde la introduccion del ICSI ha llamado la atencion sobre el
impacto en el desarrollo embrionario in vitro. Sabemos que el ICSI fue
introducido como opcién de tratamiento para pacientes con muy pobres
caracteristicas del semen, principalmente la de movilidad y concentracion.
Lo que he demostrado en el trabajo, es que el dano del ADN estaria

relacionado a la mala morfologia y movilidad. Ademas, el presente estudio
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también evidencio que las tasas de blastulacion fueron menores cuando
existieron altos niveles de dafio en el ADN espermatico (figura 34), lo que
sugiere un inicio muy temprano de los efectos espermaticos sobre el
desarrollo embrionario, es decir, antes de la implantacion. En el presente
estudio, se evalu6 el dafio del ADN espermatico, por el ensayo TUNEL,
en la misma muestra de espermatozoides moviles que luego fueron
utilizados para ICSI. Se demostrado una capacidad predictiva de la prueba
de integridad del ADN espermatico, realizada en muestra entera vs. la
muestra post-gradiente, asi se ha observado una disminucion significativa
cuando los espermatozoides se prepararon usando técnicas gradiente de
densidad por centrifugacion, cabe resaltar que esto se logré sin importar el
valor de la fragmentacion inicial, es decir, aun con niveles altos de
fragmentacion del ADN en la muestra entera, la realizacion de gradientes
de densidad permitié disminuirlo de manera significativa (Rougier N,
Uriondo H, Papier S, Checa MA, Sueldo C, Alvarez Sed6 C., 2013,
Alvarez Sedd C, Barros MA, Boudri HU, Rougier N, Papier S, Nodar F,
2013). Sin embargo, en la poblacion estudiada, varias muestras tuvieron
altos niveles de fragmentacion del ADN (> 15%) incluso después del
aislamiento de espermatozoides moviles. En este sentido, estos son las
pacientes que generan un grupo de interés ya que la técnica de separacion
espermatica no es suficiente para disminuir los niveles de dano por debajo

de valor umbral, esperando en estos casos peores resultados reproductivos.

Los datos mostrados no evidenciaron una relacion entre dano del ADN

espermatico y tasas de fertilizacion en ICSI, pero la tasa de blastulacion
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disminuy¢ claramente cuando el dano al ADN fue alto (cuadro 16). En
este sentido, debe mencionarse que durante el proceso de falla de
fecundacion luego de ICSI relacionado a la fragmentacion del ADN, ésta
no se encuentra dentro las principales causas (Alvarez Sed¢ et al., 2013).
En este estudio se demostrd que el nivel elevado de fragmentacion del
ADN causante de la falla de fecundacion fue solo en el 20% de los casos,
esto quiere decir que no tiene un impacto elevado durante este proceso
(fecundacion), sin embargo, es la falta de descondesanciéon del ADN
espermatico (35%) el principal evento encontrado en la falla de
fecundacion luego de ICSI en casos de factor masculino. Los pacientes con
bajos niveles de fragmentacion de ADN (<15%) presentaron una clara
tendencia a alcanzar mayores tasas de embarazo (cuadro 16). Estos
resultados pueden explicarse por el hecho que los altos niveles de
fragmentacion del ADN probablemente no impidan fertilizacion, pero
previene la blastulacion y/o el exitoso desarrollo embrionario (Ahmadi A
& Ng C, 1999). Sin embargo, este problema se observé principalmente en
pacientes que realizaron ICSI (como fue en realizado en este trabajo), por
el contrario, cuando se analizaron casos por FIV convencional, estas
diferencias no fueron evidentes, probablemente debido a la seleccion
"natural" de esperma por el ovocito (Borini A, Tarozzi N, Bizzaro D, Bonu
MA, Fava L, Flamigni C, Coticchio G, 2006). La cantidad de dano del
ADN espermatico esta relacionado con el desarrollo del embrion a la etapa
de blastocisto, cuando el genoma embrionario se activa (transicion de dia
2 a 3 del desarrollo) inicia la transcripcion de genes espermadticos, por lo

que el genoma paterno juega un papel significativo en la funcioén
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embrionaria hacia la implantacion (Seli et al., 2004).

Esta tesis incluye el primer reporte que utilizé un modelo de donacion de
ovulos para evaluar el impacto del dafio del ADN sobre los resultados
clinicos y biologicos. Los resultados biologicos evidenciaron que el dafio
del ADN espermatico podria promover la fragmentacion directa del ADN
de las blastomeras sin la activacion de la maquinaria apoptotica,
probablemente debido a la inyeccioén del espermatozoide con un ligero
dafio en el ADN que pudo incrementarse durante el desarrollo embrionario
(cuadro 17). Sin embargo, otros mecanismos podrian estar en juego en la
detencion del desarrollo embrionario. Asi, la mayoria de los blastémeros
mostraron un patréon apoptotico completo (TUNEL (+), CC3 (+) y Surv
(+), revelando que los ovocitos de buena calidad responden
adecuadamente a la induccién de la apoptosis por el espermatozoide. Sin
embargo, esto se observo principalmente en embriones que provenian de
muestras con altos niveles de dafio en el ADN, confirmando que el dafio
de los espermatozoides puede causar mayor detencion en el desarrollo

embrionario.

Finalmente, los datos indicaron que la fragmentacion del ADN
espermatico afectd significativamente la blastulacion e implantacion en
pacientes (ICSI) que recibieron 6vulos donados. Mas especificamente, este
estudio ha mostrado, por primera vez, que la fragmentacion del ADN
espermatico podria comprometer la progresion del desarrollo embrionario,

lo que resulta en embriones detenidos. Este estudio también destaco el
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importante valor predictivo del analisis de la fragmentacion de ADN
espermatico en comparacion a solamente la valoracion de los parametros
seminales tradicionales en la evaluacion de resultados de TRA. Por esta
razén, el estudio de fragmentacion del ADN espermdtico debe

considerarse durante la evaluacion de la calidad del semen.
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5.2 CONCLUSIONES

1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Existe una correlacion negativa entre la fertilidad masculina y el
incremento del dafio del ADN espermatico.

El dafio del ADN espermaético estd asociado a los mecanismos de dafio
oxidativo en mayor medida y apoptosis en menor medida.

El incremento de la edad del var6n se asocia positivamente con el
incremento del dafio del ADN, y esto es principalmente mediado por
procesos oxidativos.

La disminucién en la movilidad espermadtica y la morfologia se asocian
a mayores tasas de dafio en el ADN espermatico, estos eventos estarian
relacionados al dafio oxidativo principalmente.

Se ha establecido un valor de corte para el dafio del ADN del 15%.
Cuando los pacientes presentan valores por encima de este punto, se
puede observar una menor calidad espermdtica, menor calidad

embrionaria y menores tasas de embarazo.

Cuando una muestra de espermatozoides con altos niveles de daifio del
ADN es utilizada para fecundar un 6vulo, esto puede repercutir
principalmente en la activacion de vias de la apoptosis y promover la

detencidén embrionaria.

Los valores de dafio de ADN, apoptosis y estrés oxidativo disminuyen
significativamente con la aplicacion de la técnica de “gradiente de
centrifugacion” para la separacion espermatica.

Por todo lo expuesto, se deberia incluir el estudio del dafio del ADN
como un criterio en la evaluacion de la calidad seminal y potencialidad

de fertilidad del varon.
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