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RESUMEN

Muchas condiciones de infertilidad que afectan al factor masculino son conocidas
y corresponden a alteraciones en la calidad del espermatozoide. La integridad de
la cromatina ha sido de vital importancia para la fertilidad masculina. Por lo tanto,
los estudios de la integridad del ADN son de suma importancia en la evaluacion
de todos los varones infértiles previos a una técnica de reproducciéon asistida y
aun mas importante es establecer técnicas rapidas y de facil acceso para la
evaluacion de dicho parametro. Para evaluar la integridad de la cromatina y
compararla mediante la prueba cometa, técnica con anaranjado de acridina (AOT)
la técnica citometria de flujo basada en el ensayo de la estructura de la cromatina
en espermatozoides (SCSA), fueron evaluados nueve muestras de semen las
cuales fueron sometidas a criopreservacion con y sin crioprotector por un mes.
Ademas, alicuotas fueron sometidas a un tratamiento para eliminar el flagelo y las
membranas plasmatica y nuclear; al mismo tiempos se evaluaron muestras
criopreservadas por cinco afios con y sin crioprotector. A todos los tratamientos
también fue evaluada la actividad metabdlica con resazurin. La concentracion,
motilidad y viabilidad se redujeron significativamente después de ser sometidas a
un periodo de criopreservacion (p<0.001). El tratamiento que presentdé mayor
actividad metabdlica fue el de nucleos aislados (93.63+ 8.09) siendo
significativamente diferente (p<0.05) al grupo de espermatozoides frescos (53.73+
18.63%). En el grupo de muestras frescas la AOT mostré los porcentajes de
fragmentaciéon mas bajos siendo diferente con la prueba cometa (p<0.01) y el
porcentaje de fragmentacién de ADN obtenido por citometria de flujo (p=0.02). Los
resultados de la prueba cometa y el porcentaje de DFI no fueron diferentes
significativamente. Las técnicas de evaluacion espermatica analizadas en el
presente trabajo son de gran valor predictivo del dafio del ADN, ya que a pesar de
ser metodolégicamente diversas, no existen diferencias al comparar la prueba
cometa y el %DFI, siendo la primera una técnica sencilla y de bajo costo que
puede ser implementada en analisis previos a someterse a un tratamiento de

reproduccion asistida.
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1. INTRODUCCION

1.1 Infertilidad

La infertiidad es una alteracion en la salud humana que acarrea
consecuencias sociales, psicologicas y economicas. Una pareja en edad
reproductiva puede ser considerada infértil si después de dos afios de mantener
relaciones sexuales regulares, sin el uso de algun método anticonceptivo, la mujer
no llega a estar embarazada (Mascarenhas, et al., 2012). Este problema afecta
aproximadamente del 20 al 35% de las parejas, de los cuales mas del 40% de los

casos son atribuidos a factores masculinos (Massart, et al., 2012).

1.2 Infertilidad masculina

Muchas condiciones de infertilidad que afectan al factor masculino son
conocidas y corresponden a alteraciones en la calidad del espermatozoide. Estas
incluyen varicocele, infecciones genitales, traumas, cirugias, disfunciones
genéticas y sustancias toxicas (Brugo-Olmedo, et al., 2001).

En el 40% de los casos, el origen que causa la infertilidad masculina es
desconocido (Massart, et al., 2012). Se estima que cerca del 20% de los casos de
infertilidad idiopatica tienen altos niveles de fragmentacién espermatica de ADN,
un factor negativo para la fertilidad (Shamsi, et al., 2008). Por lo tanto dicha
evidencia ha mostrado que la fragmentacion espermatica de ADN puede

diferenciar a hombres fértiles de infértiles (Gonzalez-Marin, et al., 2012).

1.3 Integridad del ADN espermatico

Durante la espermatogenesis, las espermatogonias sufren un proceso de
cambios fisioldgicos, bioquimicos y morfolégicos, altamente sofisticados que
involucran la transmision del patrimonio genético; que incluye reducir a la mitad la
ploidia, el empaquetamiento de la cromatina y el desarrollo de las espermatides
(Chocu, et al., 2012). Todos estas modificaciones dependen de procesos
regulatorios de hormonas intratesticulares y extratesticulares (eje hipdfisis-

hipotdlamo-gbnada), que a traves de vias paracrinas, autocrinas, yuxtacrinas y
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endocrinas, contribuyen a la regulacion del proceso. Ademas intervienen funciones
de la microvasculatura intertubular, componentes del espacio intertubular y las
celulas de Leyding y Sertoli. El arreglo de los elementos estructurales, los factores
quimicos que modulan la actividad de las células somaticas y germinales es tal,
que la red que une dichas actividades celulares durante la espermatogénesis es
bastante compleja. (Holstein, et al., 2003).

La espermatogénesis en mamiferos se subdivide en
espermatogoniogénesis, espermiogénesis y espermiacion (Chocu, et al., 2012).
Es en la espermiogénesis donde ocurren la mayor parte de cambios morfoldgicos,
como la formacién del acrosoma, la condensacién nuclear, un nucleo
transcripcionalmete inactivo, desarrollo flagelar y perdida de la mayoria del
citoplasma (Knobil & Neill, 2006; D’Occhio, et al., 2007). Durante la mitad de la
espermiogeénesis, el tamafo, la forma y la compactacion del estado de la
cromatina, cambia dramaticamente. La compactacién de cromatina permanece
como la estructura de una célula somatica hasta la ultima division meidtica, es
decir, las espermatides consisten en un complejo histona-ADN, como en una
clasica particula de nucleosoma (D’Occhio, et al., 2007).

La organizacién nucleosomal de la cromatina encontrada en espermatides
prematuras desaparece y es remplazado por fibras compactas. La agregaciéon de
estas fibras es en gran parte el resultado de la interacciéon de ADN espermatico
con protaminas (D’Occhio, et al., 2007). Aunque se ha reportado que
aproximadamente el 15% del ADN humano permanece con histonas, que incluyen
H2A, H2B y variantes de la H3 (Knobil & Neill, 2006).

Las protaminas son proteinas ricas en cisteina y arginina. Existen dos tipos
de protaminas (P1 y P2) involucradas en el empaquetamiento de la mayoria de las
especies, aunque en algunas como el bovino y el porcino solo expresan una, la
P1. Por lo tanto, la cromatina en los espermatozoides estad organizada de una
manera notablemente diferente a la de las células somaticas (Miller, et al., 2010).

El empaquetamiento es dirigido por un elaborado proceso durante la fase
post-meidtica de la espermatogénesis, donde los nucleosomas son

desestabilizados, posiblemente por una hiperacetilacién y ubiquitinacion masiva de
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histonas, disminuyendo dramaticamente la afinidad de las particulas del nucleo de
histonas al ADN mediante la reduccion de diferencia de carga entre ellos (Miller, et
al., 2010). Dado que la organizacion nucleosomal de la cromatina desaparece y es
remplazada por fibras lisas, la agregacion de dichas fibrillas da lugar a fibras mas
grandes que se fusionan en una masa densa homogénea. Simultaneamente, las
histonas son remplazadas por proteinas transitorias y después por protaminas,
que son las responsables de la condensacion final y la estabilidad de la cromatina
espermatica (D’Occhio, et al., 2007; Miller, et al., 2010).

Existen tres eventos importantes durante el paso a proteinas transitorias: 1)
transformacion de la cromatina tipo nucleosomal en una fibra de cromatina suave,
2) inicio de la condensacion de la cromatina y 3) la suspension de la transcripcién
(D’Occhio, et al., 2007).

Las protaminas se unen al ADN de una manera longitudinal a lo largo del
surco mayor de la doble hélice, doblando el ADN en espirales que forman una
estructura de rosquilla llamada estructura toroidal. Cada estructura tipo rosquilla

esta unida a la matriz nuclear (MAR, ver Fig.1).

Regién de enlace
; sy Matriz nuclear sensible a ADNasa

Figura 1. Modelo rosquilla-bucle de la estructura de la cromatina
espermatica. ADN espermatico esta formado por 50 kb en forma toroidal
alrededor de protaminas (Sotolongo, et al., 2003).

Los circulos concéntricos formados por el complejo protamina-ADN se
contraen en una estructura toroidal y estan altamente compactados por fuerzas de
Van der Waal’s. La estabilidad de la cromatina esta determinada por el numero de
puentes disulfuro formados entre las cadenas de protaminas. La eficiencia de la
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formacion de los puentes disulfuro intermoleculares depende de la posicidon y
unién optima de las protaminas (D’Occhio, et al., 2007).

La estabilizacion de la cromatina del espermatozoide empieza en el
testiculo y continua durante el paso a través del epididimo (Miller, et al., 2010).

La espermatogénesis termina cuando las células son liberadas del epitelio
germinal. Esta ultima fase es llamada espermiacion. En este punto, las células
libres son llamadas espermatozoides (Fig. 2.), células altamente diferenciadas en
estructura y funcién, y capaces de fusionarse con un ovulo para comenzar el

proceso que dara lugar a una proxima generacion (Holstein, et al., 2003).

Cabeza Flagelo

. | Pieza conectora ] ]
S Vaina mitocondrial

~ Piezaintermedia
Pieza principal

@\\\\\\\\\u\\\.\ P|eza term|na|
LI L

Figura 2. Caracteristicas generales del espermatozoide humano. La
cabeza del espermatozoides esta unida al flagelo atreves de la pieza
intermedia. Las regiones del flagelo son la pieza intermedia, la pieza
principal y la pieza terminal. La pieza intermedia contiene la vaina
mitocondrial, mientras la pieza principal contiene vaina fibrosa. Vistas
longitudinales y transversales de la pieza principal y un segmento de la
vaina fibrosa se indican mediante flechas (Knobil & Neill, 2006).

A pesar que la espermatogénesis es un proceso largo, no es eficiente en
términos de calidad, ya que del 100% de células destinadas para ser
espermatozoides potencialmente viables en la reproduccion, sélo lo es el 12%
(Holstein, et al., 2003). Ademas, pueden existir problemas durante Ia
espermatogénesis, los cuales se reflejan en una produccion baja o ausente de
espermatozoides y dichos problemas son descritos en un analisis de semen como,

azoospermia (ausencia del eyaculado), oligozoospermia (concentracion/ml de
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espermatozoides por debajo de los valores minimos de referencia),
teratozoospermia (porcentajes de espermatozoides morfolégicamente normales
por debajo de los valores minimos de referencia), astenozoospermia (porcentaje
de espermatozoides con movilidad progresiva por debajo de los valores minimos
de referencia), o] una combinacion de los ultimos tres
oligoastenosteratozoospermia. Por lo que el factor masculino es responsable
aproximadamente del 50% de los casos de infertilidad en las parejas (Massart, et
al., 2012).

1.4 Factores que propician la fragmentacion del ADN espermatico

La integridad del ADN espermatico se define como la ausencia de mellas,
cadenas rotas sean sencilla o dobles y de modificaciones quimicas al ADN
(Shamsi, et al., 2008; Muratori, et al., 2008).

Diversos estudios han mostrado que la fragmentacion del ADN no impide la
fertilizacion, de hecho, el ovocito tiene la maquinaria para poder hacer
reparaciones cuando es fertilizado por espermatozoides que presentan pequenos
dafios en el ADN. Sin embargo, si la fertilizacion de un ovocito ocurre con un
espermatozoide con una fragmentacién a lo largo de la doble hélice del ADN,
puede ser no reparable e incompatible con el desarrollo normal del feto
ocasionando fallas en la implantacion, muerte gestacional o abortos (Gonzalez-
Marin, et al., 2012).

Las causas de fragmentacién de ADN espermatico pueden ser intrinsecas o
extrinsecas. Entre las causas intrinsecas estan el entrecruzamiento entre la
cromatina y el ADN, también puede ser inducida por ataques oxidativos, por
ejemplo: radicales hidroxilo y radiacién ionizante. La formaciéon de radicales
hidroxilo puede resultar en la induccién indirecta de dafo a las dobles cadenas de
ADN espermatico a través de la activacion de caspasas y endonucleasas
espermaticas. A pesar de que las especies reactivas de oxigeno (ROS) juegan un
importante y positivo papel modulando la proliferacion celular, también tienen
efectos negativos ya que pueden dafiar cualquier estructura celular incluyendo el
ADN (Gonzalez-Marin, et al., 2012).
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Otras formas por la cual el ADN puede estar fragmentado son por defectos
en el cambio de histonas a protaminas por actividad de nucleasas endogenas y
por tasas anormales de protaminas P1y P2 (Evenson & Wixon, 2006).

La fragmentacion de la doble hélice del ADN también puede ser ocasionada
por la activacion de vias apoptédticas que se induce durante la maduracion de
espermatozoide (D’Occhio, et al., 2007).

Otro de los factores que ha tenido relevancia en los problemas de
infertilidad masculina y que se ha incrementado de manera importante en la
poblacion mexicana es la obesidad. Diversos estudios muestran que la obesidad
puede afectar la fertilidad a través de diferentes mecanismos los cuales pueden
inducir disfuncion eréctil y/o dafios en la calidad del espermatozoide. Entre las
causales de infertiidad podemos encontrar: 1) mal funcionamiento del eje
Hipotalamo — Hipdfisis -Testiculo (HHT): el perfil hormonal de personas obesas
esta caracterizado por la reduccion en las concentraciones de testosterona,
gonadotropinas, globulina de unién a hormonas sexuales (SHBG) y/o inhibina B
(marcador de la funcionalidad de las células de Sertoli) e hiperestrogenemia
(consecuencia de la sobre activacién de la aromatasa por incremento del tejido
adiposo); 2) incremento en la liberacion de las hormonas del tejido adiposo: el
incremento de leptina puede ser responsable de algunas alteraciones en el eje
HHT y puede también ejercer directamente un efecto deletéreo sobre la fisiologia
de las células de Leydig, la espermatogénesis y la funcion espermatica; 3)
aumento en las adipocinas pro inflamatorias, la alta temperatura escrotal (debido a
la acumulacién de grasa en las areas que rodean al testiculo), y la acumulacion de
interruptores enddgenos en los adipocitos son los responsables de incrementar el
estrés oxidativo en el testiculo; 4) la apnea durante el suefo, frecuente en
pacientes obesos, suprime el surgimiento nocturno de testosterona necesario para
la espermatogénesis (Gonzalez-Marin, et al., 2012; Martini , et al., 2012; Henkel,
et al., 2003).

Las causas extrinsecas son, el tiempo que transcurre entre el analisis y la
recoleccion de la muestra, el método de coleccion de la muestra, la temperatura

de criopreservacion; debido a la reaccion de procedimientos clinicos como
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radioterapia o quimioterapia, tratamientos médicos, exposicion a contaminantes
quimicos, la edad, el tiempo de abstinencia, tabaquismo, alcoholismo, consumo de
alimentos con conservadores, contaminacién ambiental, estrés, infecciones
genitourinarias por Chlamydia trachomatis y Mycoplasma, tratamiento de los
espermatozoides con detergentes para el uso en técnicas de reproduccién asistida
(Howards, 1995; Szczygieland & Steven, 2002; Gonzalez-Marin, et al., 2012).

1.5 Metodologias para analizar la integridad del ADN espermatico

La fragmentacion de ADN esta ganando interés como una causa potencial
de infertilidad, y existen diferentes técnicas disponibles para analizar la estructura
de la cromatina y la integridad del ADN. Sin embargo la técnica mas apropiada
para cuantificar la cantidad de ADN anormal y asi poder relacionarlo con la
fertilidad, siempre ha estado cambiando, ya que los resultados de las diversas
pruebas muchas veces varian entre si.

Entre los métodos que emplean microscopia se encuentran: la prueba de
electroforesis de célula unica (prueba cometa), Adicion de nucledtidos dUDP
marcados con transferasa desoxinucleétido terminal (TUNEL), el ensayo in situ
nick traslation (ISNT), la prueba de dispersion de la cromatina del semen (SDS) y
la prueba con anaranjado de acridina (AOT). Otras técnicas emplean citometria de
fluo como la prueba de la estructura de la cromatina espermatica (SCSA)
(D’Occhio, et al., 2007).

La prueba cometa es una técnica muy sensible, debido que mide la
respuesta de ceélulas individuales. El método esta basado en el principio de la
migracion rapida de pequenos fragmentos de ADN hacia el anodo en una camara
de electroforesis comparado con los fragmentos de ADN no danado, por lo
consiguiente, el ADN integro permanece en la cabeza del espermatozoide y el
dafado migra para formar la forma de un cometa. Gracias al pH alcalino (pH>10)
se puede identificar roturas de una o dos hebras (Evenson & Wixon, 2006).

La esencia del ensayo de tunel es la transferencia de nucleétidos marcados
de manera fluorescente al grupo 3’OH de ADN dafado con el uso de la

transferasa deoxynucleotidyl terminal. Bajo microscopia de fluorescencia los
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espermatozoides con ADN dafnado emiten fluorescencia. Una modificacion de esta
prueba es la ISNT, en la cual se incorporan —dUTP biotinilado a las hebras sencilla
en una reaccion catalizada por el templado dependiente de la ADN polimerasa 1;
cabe destacar que la prueba TUNEL puede detectar roturas de cadena doble o
sencilla (Shamsi, et al., 2008).

SCSA es la técnica en la cual la extensibn de ADN desnaturalizado
(inducida por tratamientos de calor o acidos) es determinada por citometria de
flujo, midiendo el desplazamiento metacromatico del anaranjado de acridina (AO)
de fluorescencia verde (AO intercalado en cadena de acidos nucleicos doble) a
fluorescencia roja (AO asociado con hebras sencillas de ADN). El parametro mas
importante en esta técnica es el indice de Fragmentacion de ADN (%DFI) (Shamsi,
et al., 2008).

La prueba SCD se basa en la pérdida parcial de protaminas de la
cromatina, la cual se evalua por microscopia de fluorescencia, discriminando entre
los espermatozoides que producen un halo de dispersion de cromatina en la
cabeza y aquellos que no presentan dicho halo, para lo cual se emplean sondas
fluorescentes (Restrepo, et al., 2013).

AOT es una prueba simplificada del método SCSA, que no requiere
citometro de flujo y depende de la interpretacion visual de los espermatozoides
que fluorescen en un rango de colores que va del verde al rojo. Espermatozoides
con hebras dobles de ADN fluorescen verde, mientras que aquellos con hebras
sencillas de ADN presentan desde una fluorescencia anaranjada hasta roja
(Shamsi, et al., 2008).

Es importante hacer notar, que estas técnicas aun no han sido propuestas
como pruebas de valoracion del ADN espermatico debido al alto costo de los
reactivos y equipos necesarios y a la falta de resultados concisos (Pérez-
Cerezales, et al., 2012).

1.6 Técnicas de reproduccidn asistida
Debido a las diversas causas que pueden afectar la calidad del

espermatozoide, han surgido diversas herramientas de reproduccion asistida, las
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cuales son un recurso comun al que recurren las parejas que enfrentan este tipo
de problemas, por lo que ha tendido un gran impacto ayudando a individuos
infértiles (Gurmankin, et al., 2005).

Las técnicas mas populares en reproduccion asistida son la fertilizaciéon in
vitro (IVF) y la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSl). Sin
embargo, existen otras técnicas de reproduccion asistida como son la
inseminacion artificial (Al) y la inseminacion intrauterina (1Ul) (Ajduk, et al., 2006).

Anormalidades anatomicas y de secrecion, asi como inmunoldgicas,
constituyen las mas importantes indicaciones para una IUl. Esta técnica ha sido
usada como tratamiento alternativo para la azoospermia y astenoteratozoospermia
(Alves da Motta & Serafini, 2002).

La IVF se utiliza principalmente cuando la IUI ha fallado, por infertilidad
masculina y por factores inmunolégicos (Alves da Motta & Serafini, 2002; Franco &
Baruffi, 2002).

La inyeccion intracitoplasmatica es la inyeccion microquirurgica de un solo
espermatozoide dentro de un oocito. Este método se ha convertido en la eleccion
para el tratamiento de diversas causas de infertilidad del factor masculino y para
casos en el que el fracaso de la fertilizacidn es inexplicable (Yanagimachi, 2005).

La ICSI se ha empleado para tratar de evitar varias etapas del evento de
fertilizacion (Delgado, et al., 1999). Esta técnica ha permitido realizar experimentos
con el nucleo del espermatozoide inyectandolo dentro del oocito, incluso se han
utilizado espermatozoides inmovilizados (congelados sin crioprotector o dafiado el
flagelo) también llamados “asesinados” intencionalmente, todo esto también con

el objetivo de hacer mas eficiente la ICSI. (Yanagimachi, 2005).

1.6.1 Nucleones

La inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides humanos en los
ovocitos es una técnica compleja que omite muchos de los procesos de seleccion
natural que ocurren durante la fertilizacion. Diversos estudio muestran que el uso
de esta técnica pueden provocar alteraciones en el desarrollo de la progenie

(Fernandez_Gonzalez, et al., 2008). Debido a esta situacion, una modificacién a la
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técnica es la microinyeccion de soélo los nucleos de los espermatozoides, los
cuales ya han sido inyectados en el ovocito y se ha logrado obtener ovocitos
fertilizados, esto desde 1976 (Yamauchi, et al., 2002).

Por otra parte, se han logrado obtener estructuras de cromatina
denominada “nucleones”, que son obtenidas del espermatozoide después de que
el flagelo, el acrosoma y las membranas fueron solubilizados. Cabe destacar que
los nucleones humanos muestran actividad metabdlica a causa del consumo de
oxigeno, el cual incrementa los niveles de ATP. Todos estos mecanismos toman
lugar sin la participacién de las membranas espermaticas (plasmatica, acrosomal,
nuclear), organulos sub celulares o proteinas externas al nucleo espermatico aun

cuando son mantenidos a temperaturas de -5° y 5° C (Reyes, et al., 2001).

1.6.2 Criopreservacién

La técnica de criopreservacion de espermatozoides ha sido ampliamente
utilizada en técnicas de reproduccién asistida. Las principales técnicas como IUI,
IVF e ICSI han sido adaptadas para el uso de espermatozoides que sufren un
proceso de congelacion-descongelacion (Boitrelle, et al., 2012).

Sin embargo, durante el proceso de la criopreservacion, los efectos
osmoticos del congelamiento y descongelamiento pueden disminuir la capacidad
fertilizante de la membrana celular y la movilidad espermatica, creando
alteraciones como enrollamiento del flagelo, dafio estructural y funcional al
acrosoma Yy fragmentacion del ADN (Ortloff, et al., 2006). Como resultado de lo
anterior, las técnicas de congelacion, descongelacién y los medios disefiados para
la criopreservacion han sido redefinidos por afos, sin llegar a obtener un medio
estandar para el proceso, ademas el rango 6ptimo de temperatura es controversial
(Nallella, et al., 2004).

Se han buscado diferentes alternativas para tratar de eliminar o disminuir el
dafo provocado por la criopreservacion mediante crioprotectores. El glicerol fue el
primer crioprotector para espermatozoides, sin embargo, ha mostrado algunos

efectos toxicos (Stanic, et al., 2000). En la actualidad existe una amplia variedad
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de crioprotectores entre los mas usados estan TEST yema, el buffer Tris yema,
Sperm Freezing Medium y Enhance Sperm Freeze (Nallella, et al., 2004) .

Toda esta discrepancia que existe acerca de la criopreservacion aumenta
aun mas debido a que existen diferentes métodos de congelacion de semen, como
congelacion en vapor, congelacion rapida o vitrificacién, congelacion lenta o
convencional, y la liofilizacién. En las tres primeras se utiliza nitrogeno liquido
como agente congelante (Stanic, et al., 2000).

Una de las principales diferencias entre el método de congelacioén rapida y
lenta es que mientras que en la criopreservacion convencional, la concentracion
del crioprotector es baja y la velocidad de enfriamiento es muy lento para evitar la
cristalizacion del hielo, en la vitrificacion el enfriamiento es ultrarrapido, requiere
una alta concentracién de crioprotector, en donde la solidificacion de una solucién
a baja temperatura no es por cristalizacion de hielo, sino por la elevacién extrema

de la viscosidad durante el enfriamiento (Nawroth, et al., 2005).
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2. ANTECEDENTES

Actualmente existen datos que indican que cerca del 20% de los casos de
fertilidad masculina idiopatica, tienen un alto grado de fragmentacién espermatica
(Shamsi, et al., 2008). Diversos estudios han evidenciado lo anterior, ya que al
realizar pruebas de fragmentacion de ADN espermatico, indica que niveles
elevados de fragmentacion de ADN estan positivamente correlacionadas con las
tasas mas bajas en la fertilizacion in vitro (Gonzalez-Marin, et al., 2012).

Algunos reportes han mostrado que en pacientes cuyas muestras presentan
mas del 30% de espermatozoides con fragmentacion en el ADN, la gestacion
natural es nula y los abortos son 1.7 veces mas frecuentes (Shamsi, et al., 2008).

Se ha demostrado que las protaminas también son esenciales durante la
fertilizacion y cualquier alteracion en los niveles de protaminas puede llevar a
dafos en el ADN del espermatozoide e impedir la fertilizacién. (D’Occhio, et al.,
2007).

Dentro de las técnicas de reproduccion asistida comunmente es utilizada la
criopreservacion de espermatozoides, la cual se ha demostrado que causa dafios
nucleares al espermatozoide. En el estudio realizado por Boitrelle y colaboradores
con hombres infértiles, observaron que la criopreservacion induce la vacuolizacion
espermatica, disminuye el rango de viabilidad e incrementa la proporcion de
cromatina no condensada, estando los dos ultimos parametros altamente
correlacionados (Boitrelle, et al., 2012).

Estudios utilizando Triton X-100 y dithiothreitol, sustancias sugeridas para
aumentar el éxito en ICSI, han mostrado inducir una extensa rotura en los
cromosomas de los espermatozoides (Szczygieland & Steven, 2002).

En 2003, Henkel y colaboradores investigaron la fragmentacién de ADN
espermatico mediante el ensayo TUNEL, posteriormente realizaron ICSI e IVF y
no encontraron una correlacién entre la tasa de fertilizacion y los espermatozoides
con ADN fragmentado. Sin embargo, la tasa de embarazos se redujo
significativamente en pacientes con espermatozoides positivos a la prueba de
TUNEL.

La AOT ha resultado ser una prueba poco confiable ya que no logra
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diferenciar la integridad de ADN entre hombres fértiles e infértiles. Tampoco
correlaciona el dafio al ADN con los parametros de movilidad, morfologia,
viabilidad o concentracién espermatica (Khalili, et al., 2006).

La técnica SCSA ha sido correlacionada con los parametros de semen
convencionales, ademas de %HDS y tasas bajas de IVF (Virro, et al., 2004)

Se podria pensar que los dafos de espermatozoides de hombres infértiles
son mayores debido a la condicién del paciente. Sin embargo, se han realizado
estudios en el que comparan la condensacion de la cromatina, morfologia e
integridad de membrana y todos los parametros anteriores disminuyen
drasticamente después del proceso de congelacion-descongelacion de la
criopreservacion (Hammadeh, et al., 1999; Agarwal & Said, 2003).

Reyes y colaboradores en el 2001, demostraron que los nucleones de
bovino criopreservados hasta por nueve meses a -5°C no presentan
modificaciones morfolégicas (area, perimetro, longitud). En cambio, los
criopreservados a 5°C muestran una leve disminucion en el area total después de
9 meses de almacenamiento. En este estudio sefalan que a pesar de que los
nucleones no cuentan con ningun tipo de membrana, muestran una actividad
metabdlica observada por diacetato de fluoresceina.

Los nucleos aislados de espermatozoides no se han inyectado en ovocitos
humanos, no obstante, se ha realizado con hamster teniendo resultados
favorecedores, ya que mostraron un desarrollo embrional normal (Shoji Kuretake,
1996; Yamauchi, et al., 2002).
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3. JUSTIFICACION

La integridad de la cromatina de los espermatozoides se considera
actualmente como un factor importante en la fertilidad masculina (Miller, et al.,
2010).

A pesar de que el origen y los mecanismos responsables del dafio al ADN
espermatico aun no se aclaran, se ha propuesto que la fragmentacion del ADN
espermatico es quizas uno de los mejores parametros para predecir el estado de
fertiidad masculina, ademas de los parametros estandar utilizados actualmente en
las rutinas de analisis de semen. Aunque los pacientes infértiles tengan
espermatozoides con morfologia normal, esas células germinales pueden poseer
un ADN dafiado. Esto puede resultar en la perdida de la gestacion o en el
nacimiento de una progenie con menores o mayores malformaciones congénitas,
pudiendo llevar a un incremento en la predisposicion de ciertos tipos de cancer
(Agarwal & Said, 2003).

Actualmente, se ha reportado que la fragmentacion en el ADN del
espermatozoides no impide la fertilizacidén y la segmentacién embrionaria ya que el
genoma esta transcripcionalmete inactivo hasta dos dias después de la
fertilizacion (Agarwal & Said, 2003). Sin embargo, una vez que el genoma se
activa, el resultado es un pobre desarrollo del blastocito, segmentaciones
irregulares, fallas en la implantacion o pérdida temprana del embrion. Las
alteraciones pequefias en el ADN pueden ser reparados por mecanismos pre y
post replicacion pero no es asi con los dafios severos.

Las diversas técnicas que cuantifican el dano al ADN presentan resultados
contradictorios en su habilidad para revelar y discriminar el estado del ADN. Sin
embargo, cada técnica podria explicar aspectos diferentes del estado de la
cromatina espermatica.

Por lo tanto, los estudios de la integridad del ADN son de suma importancia
en la evaluacion de todos los varones infértiles previos a una técnica de
reproduccion asistida y aun mas importante es establecer técnicas rapidas y de

facil acceso para la evaluacion de dicho parametro.
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4. HIPOTESIS

1. La criopreservacion de espermatozoides humanos, con Yy sin
crioprotector, puede inducir la fragmentacion del ADN espermatico, en un mayor
numero de células cuando fueron preservadas por cinco afios, en comparacion
con las criopreservadas por un mes. Asimismo la integridad del ADN de nucleones

sera mayor que el presentado por espermatozoides frescos y criopreservados.

2. La prueba COMETA es una técnica mas precisa para determinar
espermatozoides con ADN fragmentado, en comparacion con la microscopia de

fluorescencia y la citometria de flujo.
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5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la integridad de la cromatina espermatica humana en diferentes
tratamientos y tiempo de criopreservacion y nucleos aislados; asi como probar la
habilidad de las tres técnicas para evaluar la compactacién e integridad de la

cromatina: anaranjado de acridina, cometa y citometria de flujo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la viabilidad celular de espermatozoides humanos obtenidos de

muestras frescas y criopreservadas durante cinco afos.

Determinar la presencia de actividad metabdlica de los espermatozoides y
nucleones humanos obtenidos de muestras frescas y criopreservadas durante

cinco anos.
Evaluar la técnica de prueba cometa y la tincidn con anaranjado de acridina

como técnicas eficaces, rapidas y de bajo costo para el analisis de fragmentacion

de ADN espermatico.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Obtencion de la muestra

Eyaculados frescos de semen humano fueron obtenidos de donadores
voluntarios sanos, previo consentimiento, con edades entre 20 y 25 afios. Las
muestras fueron obtenidas por masturbacion luego de dos a cuatro dias de
abstinencia, se permitio la licuefaccion a temperatura ambiente por 60 minutos y
se analizaron dentro de la hora de recoleccion de las mismas, manteniéndolas a
una temperatura de 37°C. Una vez en el laboratorio se procedié a realizar el
analisis de las muestras por espermatobioscopia.

De cada muestra se obtuvieron cuatro alicuotas para los siguientes
tratamientos: nucleos aislados o nucleones, muestras criopreservadas con y sin
crioprotector.

Las muestras de espermatozoides criopreservadas durante cinco afios con
el crioprotector medio de preservacion para semen humano (HSPM) y sin
crioprotector fueron proporcionadas por el laboratorio de Biologia de la
Reproduccion perteneciente al Centro de Investigacion Biomédica de Oriente del
IMSS.

6.2 Diseno y plan experimental

Se establecieron dos grupos, el primero conformado por cuatro tratamientos
los cuales son los siguientes: espermatozoides frescos (EF), espermatozoides
criopreservados con crioprotector (ECC) y espermatozoides criopreservados sin
crioprotector (ESC), nucleones. El segundo, igualmente formado por cuatro
tratamientos: espermatozoides criopreservados con crioprotector,
espermatozoides criopreservados sin crioprotector, espermatozoides
criopreservados con crioprotector por cinco afos (EC5) y espermatozoides
criopreservados sin crioprotector por cinco anos (ES5). Al primer grupo lo
llamaremos grupo de muestras frescas y al segundo grupo de muestras

criopreservadas.
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En el grupo de muestras frescas se utilizo el disefio de Split Plot (parcelas
divididas) y se muestra en la tabla 1, donde el semen (plot mayor), fue expuesto a
parametros seminales, técnica con resazurin y tres técnicas de fragmentacion de
ADN (sub plot), en funcién al tratamiento.

Un disefio de bloques fue utilizado para el grupo de muestras
criopreservadas, en el cual se evaluaron las mismas técnicas y parametros que en

el grupo anterior.

Tratamiento EE | Nucleones | ECC | ESC

Técnicas
Parametros seminales
Resazurin
Eyaculados Tincién con
N=9 Técnicas de | anaranjado de acridina

fragmentacion | Prueba cometa

Citometria de flujo

Tabla 1. Disefio Experimental de Parcelas Divididas del grupo de
muestras frescas

6.3 Analisis seminal

Tanto a las muestras frescas como criopreservadas por cinco anos se les
determinaron los siguientes parametros seminales: volumen, viabilidad, motilidad,
morfologia y concentracion de espermatozoides, todo lo anterior siguiendo los
criterios de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicados en el 2010
(Tabla 2).

Viabilidad: El porcentaje de espermatozoides vivos se determiné utilizando
el kit LIVE/DEAD Sperm Viability ® (Molecular Probes). Una alicuota de 10yl de
semen se mezclé con una alicuota de 1 yl de ioduro de propidio (1:10) y 1 pl del
fluorocromo SYBR 14 (1:100 diluido con DMSO) se homogeneiz6 cuidadosamente
por inversion. Luego de 5 minutos se observo por microscopia de epifluorescencia
utilizando un objetivo de 40X (Nikon E-600, Japon) y se determiné el porcentaje de
espermatozoides vivos (células con fluorescencia verde) y muertos (fluorescencia
roja) sobre un total de 200 espermatozoides. Las fluorescencias emitidas por los
espermatozoides son debidas a lo siguiente, el fluoréforo SYBR14 es permeable a

la membrana por lo que los espermatozoides vivos emiten fluorescencia verde, al
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mismo tiempo, la membrana es impermeable a ioduro de propidio, cuya afinidad
es a ADN, es por ello que los espermatozoides con una membrana comprometida

tienen fluorescencia roja.

. . Limite inferior de referencia, LRL
Parametros seminales

Licuefaccién Total a los 60 min
pH 27,2

volumen 1,5ml (1,4-1,7)
Concentracion espermatica 15 x 10%/ml (12-15)
Concentracion total 39 x 106 (33-46)
Motilidad total (progresivos + no progresivos) 40% (38-42)
Motilidad progresiva 32% (31-34)
Viabilidad 58% (55-63)
Formas normales 4% (3-4)

Tabla 2. Valores de referencia OMS 2010 del limite de referencia inferior
(LRI) en espermiograma; entre paréntesis se muestra el intervalo de
confianza del 95%

Concentraciéon: La concentracion de espermatozoides se determiné
utilizando camara de Neubauer (Fig. 3). Para ello se realizé una dilucion de la
muestra (dilucion idonea segun cada muestra) con una solucion inmovilizadora
(50g NaHCOs y 10 ml de formalina 35% en 1000ml de agua destilada) y se
colocaron 10 pl de la misma en la camara. El numero de espermatozoides se
determind mediante observacién al microscopio de contraste de fase utilizando un

objetivo de 40X. Se calculd la concentracion de espermatozoides por ml.

Motilidad: Se determiné el porcentaje de espermatozoides con movilidad
total (progresivos + no progresivos). Para ello, se colocé una alicuota de semen
(10 pl) entre porta y cubreobjetos y se observé al microscopio de contraste de fase
utilizando un objetivo de 40X. Se calculé el porcentaje de espermatozoides motiles

sobre un total de 200 células evaluadas.

29



I — f—— =] N
— e 44—

E
|

T
21
i

=
o

III II||II\ flaun 1 |
[11'111peyll 1] I 0-
1111 w1 111 I
LI

Figura 3. Hemocitometro de Neubauer. El esquema del area inscrita
muestra: las nueve cuadriculas presentes en una camara del
hemocitometro (recuadro izquierdo), la cuadricula central (nimero 5) de
25 cuadros grandes (recuadro central); microfotografia de una parte de
la cAmara (recuadro derecho).

Morfologia: Se determind el porcentaje de espermatozoides normales y
aquellos con defecto de cabeza y pieza intermedia (Fig. 4), sobre un total de 200
células analizadas. Las células se observaron bajo microscopia de contraste de

fase utilizando un objetivo de 40 X.

A. Defectos de cabeza

(@) (b) © (L] (&) (Ul
Conpunta  Piriforme Redonda Amorfa Vacuolada Area
acrosomal
pequefia
pequena

ERARA4

Defecto del cuello y Defectos de la cola Reslduo
pieza intermedia ‘citoplasmatico '
en GXCCID
() 0 (1} ® (m) (n)
Cuello Insercion Insercién Delgada Corta Angulada Enredada > de un tercio de
doblado  asimetrica engrosada la cabeza

AR X

Figura 4. Diseflos esquematicos de algunas formas atipicas de
espermatozoides humanos (OMS, 2010).

6.4 Procesamiento de las muestras de semen
Para remover el plasma seminal, las muestras se lavaron por
centrifugacion a 2500 rpm por 5 min a temperatura ambiente, se retir0 el

sobrenadante para ser resuspendidas con solucion TALP y se realizdé un segundo
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lavado siguiendo las condiciones del primero. Enseguida, las células fueron
resuspendidas en solucion TALP y finalmente se llevaran a una concentracion de

100x10° espermatozoides/ml.

6.4.1 Criopreservacion de las muestras

Para la criopreservacion de muestras con crioprotector, se tomd una
alicuota de 1 ml de espermatozoides con la concentracion de 100x108
espermatozoides/ml, fueron centrifugados a 2500 rpm por 5 min para retirar el
medio TALP, a continuacién se resuspendieron en el medio HSPM. Después de
haber sido incubados por una hora a 4°C, se criopreservaron a -20°C por un lapso
de tiempo de un mes.

Se tom6é6 1ml de la solucion con la concentracion de 100°
espermatozoides/ml, para obtener las alicuotas criopreservadas sin crioprotector,
para ello se incubaron por una hora a 4°C, posteriormente se criopreservaron a -
20°C por un mes.

Finalizando el periodo de un mes de criopreservacion las muestras fueron
descongeladas a temperatura ambiente y analizadas con los pardmetros
siguientes: viabilidad, movilidad y concentracion, siempre siguiendo los
pardmetros establecidos por la OMS 2010.

6.5 Obtencion de nucleones humanos

Se utilizaron alicuotas de 0.1 ml de espermatozoides resuspendidos en
TALP en una concentraciéon de 100° espermatozoides/ml. Las muestras fueron
lavadas por centrifugacion a 2000 rpm durante 10 min y fueron resuspendidas en
1ml de TRIS 0.05M y se mezclaron con una soluciéon de DL-Dithiothreitol 9 mM
(DTT-Sigma Chemical, Co.) en un amortiguador de Tris 50 mM (pH 8.0). Después
fueron incubados a una temperatura de 37°C por un periodo de 10 min. Al
finalizar este periodo, se agregd una solucion de N-Cetil-N, N, N-Trimetil bromuro
de amonio al 1% (CTAB Merck, Co.). La mezcla se incubd nuevamente por 10 min

a 37°C. Terminando el periodo de incubacion las muestras de espermatozoides se
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centrifugaron a 2500 rpm durante 10 min para separar los nucleones vy
posteriormente resuspendidas en 1 ml del amortiguador de Tris 50 mM.

Solo los parametros de actividad metabdlica y concentracién se analizaron
en los nucleos aislados. El primero calculando el porcentaje de estructuras
fluorescentes sobre un total de 200 evaluadas y el segundo determinando el
numero de estructuras mediante observacion al microscopio de contraste de fase
a 40x de aumento (Nikon E-600, Japdn). Se calcul6 la concentracién de nucleones

por ml.

6.6 Actividad Metabdlica

Para la evaluacion de la actividad metabdlica de los nucleones y
espermatozoides, se empleara una técnica de fluorescencia Resazurin (Molecular
Probes, USA), un compuesto disefiado para medir proliferacion celular y
citotoxicidad de algunos agentes. Este compuesto incorpora un indicador
(resazurin) de oxido reduccion (REDOX), que fluérese y cambia de color en
respuesta a la reduccion quimica del medio (resofurin) como resultado de la
actividad metabdlica de las células, el cual exhibe absorcion y emision méaxima a
575/585 nm. A dos millones de espermatozoides y nucleones se les adiciond 10pl
del indicador Resazurin (1:100), se incubaron por 30 minutos y posteriormente las

muestras se observaron bajo un microscopio confocal (Nikon C1).

6.7 Determinacion de la fragmentacion de ADN en espermatozoides y
nucleones humanos

Con el objeto de estudiar el efecto de la fragmentacion del ADN en
espermatozoides y nucleones humanos se utilizaron tres pruebas; 1. Tincién con

anaranjado de acridina, 2. Prueba cometa 3. Citometria de flujo.
6.7.1 Tincidén con anaranjado de acridina

La tincion con anaranjado de acridina (AOT) es un método citoquimico

utilizado para la determinacion de integridad del ADN. La técnica AOT
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espermatozoides con utilizada en este trabajo se basa en la técnica introducida
por Tejeda (Tejada, et al., 1984).

Para evaluar la fragmentacion de ADN de los espermatozoides, alicuotas
de 10 pl de espermatozoides lavados fueron extendidas en portaobjetos y
secadas a temperatura ambiente, a continuacion se fijaron por 30 min en solucién
de Carnoy (metanol/acido acético glacial 3:1); transcurridos los 30 minutos, los
portaobjetos fueron lavados con agua destilada y se dejaron secar unos minutos
antes de tenir.

La solucién de teiido de AO fue preparada al momento, agregando 500 pl
de AO (solucién stock 1mg/ml) a 1.5ml de buffer de fosfatos (Acido citrico 0.1M,
Na2HPO4 0.2M, EDTA 1mM, NaCl 0.15M, pH 6). Todas las soluciones fueron
mantenidas en hielo.

Los preparados fueron cubiertos con la solucion de AO, mantenidos en
oscuridad por 5 minutos y luego enjuagados suavemente con agua destilada
hasta que no quedara solucion de AO.

Para la tincion de nucleones se tomo6 una alicuota de 20 ul y se le
agregaron 5 pl de la solucidn de tefiido y se incubaron por 5 minutos. Al finalizar el
tiempo de incubacién se tomaron 5 ul colocandolos en un portaobjetos.

Los portaobjetos fueron sellados con cubreobjetos y observados bajo un
microscopio de confocal (Nikon C1) utilizando un filtro de excitaciéon de 490 nm vy
un filtro de emision de barrera de 530 nm. Se evalud el porcentaje de acuerdo a la
fluorescencia de espermatozoides, se cuantificaron al menos 200
espermatozoides de cada condicion experimental.

La unién monomérica del AO al ADN de doble hebra, emite florescencia
verde, mientras que el unido a una simple hebra de ADN fl6rese de amarillo a rojo
(ADN fragmentado).

6.7.2 Prueba cometa
Consiste en colocar 0.02 ml de agarosa punto de fusién normal a una
concentracion de 0.4% en un portaobjetos. A continuacion se colocé un

cubreobjetos y se dejo gelificar en refrigeracion. Una vez gelificada la agarosa y
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adherida al portaobjetos, se retir6 el cubreobjetos. Después los espermatozoides
lavados y nucleones fueron diluidos con solucién salina 9% a una concentracion
de 10x10° espermatozoides/ml, y 25 pl fueron mezclados con 75 ul de agarosa
0.3%. Rapidamente la mezcla anterior fue colocada en el portaobjetos con la
agarosa gelificada y cubierta. Cuando la segunda capa de agarosa gelifico se
retird el cubreobjetos y se agregaron 0.01 ml de agarosa al 0.3% y se cubrieron
nuevamente con un cubreobjetos. En el momento en el que el dltimo gel se haya
adherido a los otros dos, se removié cuidadosamente el cubreobjetos y fueron
incubados en buffer de lisis por 45 min para posteriormente enjuagarlos con TRIS
HCL al 0.4 M, hasta retirar el buffer de lisis. Todo el procedimiento se realiz6 a
4°C. A continuacion se realiz6 un ensayo de electroforesis por 20 min a 48 volts;
utilizando el buffer TAE 10X.

Una vez finalizado dicho ensayo, las laminillas fueron tefiidas con
anaranjado de acridina (1:100 de la solucién stock) durante 2 min. Posteriormente
fueron observados bajo microscopia de fluorescencia (Nikon C1), utilizando un
filtro de excitacion de 490 nm y un filtro de emision de barrera de 530 nm. Se
contaron aleatoriamente 200 células por laminilla. Analisis estadisticos fueron
realizados con los valores obtenidos del porcentaje.

Las células que se determinaron con fragmentacién de ADN fueron las que

presentaron fragmentacion desde el grado 1 (Fig. 5).

ADN Integro -] 2 3 +
ADN fragmentado

Figura 5. Espermatozoides con ADN no fragmentado y fragmentado. Se
muestran los diferentes grados de fragmentacion establecidos 1 bajo, 2
medio, 3 alto.

6.7.3 Citometria de flujo
El procedimiento de citometria de flujo se basé en el descrito por Evenson y

col. (1980). Las muestras de espermatozoides fueron diluidas a una concentraciéon
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de 1x10% células/ml. Alicuotas de 0.2 ml de las muestras diluidas fueron
mezcladas con 0.4 ml de buffer de desnaturalizacion acida (Triton X-100 0.1%
(v/v), NaCl 0.15 M, HCI 0.08 M, pH 1.4). Después de 30 segundos, las células
fueron tenidas afadiendo 1.2 ml de una solucién de AO, que contenia 6 ug de AO
por ml de buffer (Acido citrico 0.1 M, Na2HPO4 0.2 M, EDTA 1 mM, NaCl 0.15 M,
pH 6). Todo el procedimiento se mantuvo a 4°C. Después de 3 minutos de haber
comenzado el proceso de tincién, la medicién de fluorescencia se realizé en un
citometro de flujo (BD Facts Canto Il). El citometro utiliza dos laseres operando a
20 mW vy 17 mW, usando una longitud onda 488 nm y 633 nm. Se analizaron
10000 células por muestra.

EL ADN fragmentado fue -cuantificado por dos parametros, el indice de
fragmentacién de ADN (DFI) este parametro mide la intensidad de fluorescencia
media [DFI=fluorescencias rojas/ (rojas verdes)]. La cromatina sin dafios
estructurales produce una distribucién estrecha, que seria la poblacién principal. El
ADN en espermatozoides con dafios estructurales en la cromatina, incrementa la
fluorescencia roja (Evenson, et al., 1980) que produce una distribucién que es
usualmente mas amplia con un gran numero de células fuera de la poblacion
principal. La fluorescencia verde refleja el contenido de ADN o el grado de
condensacion de la cromatina (Fig. 6). El segundo parametro que se calculé fue el
porcentaje de células con fluorescencia verde (ADN sin dafios) y fluorescencia rojo
(ADN danado).

6.8 Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos seran expresados como el promedio + desviacion
estandar. Los datos no cumplieron con el criterio de normalidad (test Shapiro-
Wilks), por lo que fueron transformados (trasformacion Box-Cox), usando el

programa estadistico Minitab.
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Figura 6. Citograma mostrando fluorescencia verde (ADN integro)
versus fluorescencia roja (ADN fragmentado). Los puntos azules
representan a la poblacién principal y los puntos morados representan
la poblacién fuera de la principal. La linea anaranjada divide al residuo
celular.

Tanto en el grupo de muestras frescas como el de muestras
criopreservadas se analizaron con la prueba de Analisis de Varianza (ANOVA)
seguido por el test de Tukey-Kramer.

La correlacion entre los parametros seminales y la actividad metabdlica asi
como la correlacion entre las pruebas de fragmentacion, se determind usando el
coeficiente de correlacién de Spearman, utilizando el programa estadistico R.

En todos los casos, las diferencias fueron consideradas significativas
cuando P<0.05.
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7. RESULTADOS

Para realizar el presente estudio se obtuvieron 22 eyaculados de los cuales
so6lo se seleccionaron nueve, siguiendo el criterio de mayor concentracion de
espermatozoides/ml.

El numero de muestras criopreservadas por cinco anos fue de dieciocho,
nueve para el tratamiento de espermatozoides criopreservados con crioprotector y

nueve para el tratamiento espermatozoides criopreservados sin crioprotector.

7.1 Evaluacién macroscopica y microscopia del eyaculado

La evaluacion y caracteristicas del eyaculado, analizadas en el presente
estudio (concentracién, volumen, morfologia) se encuentran dentro de los
parametros establecidos por el Manual para el Examen del Semen Humano de la
Organizacion Mundial de la Salud publicados en el afio 2010; sin embargo el valor
de viabilidad espermatica disminuyd en comparacion al establecido por la OMS
(Tabla 3).

El porcentaje de espermatozoides normales varido desde 20 % a 70%. El
33.89 % representd la principal anormalidad, la cual fue defecto en la cabeza,

seguida por defectos en el flagelo 19.92% y defectos de pieza intermedia 12.76%.

Volumen | Concentracién | Morfologia MO,[glt'sIad Viabilidad
ml 10%esp/ml % 0 %
o
VEIBIES B2 15 15 x 10%/m| 4 40 55
referencia
Eyaculados
muestras 3.04+1.09 | 175.72+101.06 | 34.58+17.08 | 69.83+13.21 | 52.50+16.92
frescas (N=9)

Tabla 3. Valores del limite de referencia inferior para volumen,
concentraciéon morfologia, motilidad y viabilidad del semen humano
establecidos por la OMS 2010, confrontados con los obtenidos de los 9
eyaculados humanos (Media + Desviacion estandar).

Los valores de concentracion, movilidad y viabilidad disminuyeron

significativamente, después que los espermatozoides fueron sometidos a
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criopreservacion. No obstante no existen diferencias significativas entre los

espermatozoides criopreservados con y sin crioprotector (Grafico 1).

La disminucidn de la concentracion espermatica se debe a que la célula

espermatica se desintegra, ya que se podian observar flagelos rotos y separados

de las cabezas espermaticas.

Concentracion
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% Viabilidad
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Tratamiento
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Frescos

Tratamiento

—_it

ECC ESC

Grafico 1. Concentracion y viabilidad de espermatozoides frescos y
criopreservados sin y con crioprotector. Son mostrados los valores de la
media + el error estandar. Diferentes simbolos * ° indican diferencias
significativas entre muestras frescas y criopreservadas p<0.001

La criopreservacion a -20°C afecta severamente a los espermatozoides a

nivel fisiolégico, ya que pierden la totalidad de la movilidad posterior a la

criopreservacion con o sin crioprotector; y mas aun a los espermatozoides de

muestras criopreservadas por cinco afnos, puesto que perdieron completamente la

movilidad y los valores de viabilidad eran muy bajos cercanos al 0% (EC5 0.91% y

ES5 0.10%, Tabla 4).

Tratamiento Concentracion Motilidad total Viabilidad
10%esp/ml % %
Espermatozoides obtenidos de
D 175.72 £ 101.06 69.83 £ 13.21 52.49 + 16.92
Espermato_zmdes criopreservados 7719+ 9.47 0 3.47+5.02
con crioprotector un mes
Espermatozoides criopreservados 70.87 + 11.27 0 6.89 + 10.90

sin crioprotector un mes

Tabla 4. Valores de concentracion,
presentados como la Media + Desviacion estandar.

movilidad y viabilidad. Datos

38




7.2 Nucleones

La concentracion de espermatozoides para la obtencion de nucleones fue
de 100x10°6 células por mililitro de TALP, dicha concentracién se redujo un 40%, es
decir, a 60x10° espermatozoides/ml al finalizar el tratamiento con DTT y CTAB
(Fig. 7). La diferencia de concentracion entre espermatozoides y nucleones fue
significativa (p< 0.05).

No fue posible evaluar motilidad y viabilidad en los nucleones debido a que
son estructuras sin flagelo lo que hace imposible la movilidad, de la misma forma
carecen de membrana celular, lo cual, posibilita la entrada de IP al interior de la
estructura, tifiendo todas los nucleos aislados de color rojo y ninguno de ellos de
color verde.

No se logré medir la fragmentacion de ADN por citometria de flujo ya que
los nucleones se aglutinaban lo cual impedia el paso por el capilar del citometro de

flujo.

Figura 7. En el panel superior se observan espermatozoides en
contraste de fase en diferentes estadios. A Espermatozoides integros
antes del tratamiento con DTT y CTAB. B Nucleos aislados.

7.3 Prueba de actividad metabdlica por reduccién de resazurin

La actividad metabdlica del grupo de espermatozoides obtenidos de
muestras frescas, presentd diferencias significativas (p<0.05) entre los diferentes
tratamientos (Fig.8). Siendo notable que los nucleones presentan mayor actividad
metabdlica que los espermatozoides frescos, criopreservados con y sin
crioprotector (93.63+ 8.09%, 53.73% 18.63%, 67.46+ 25.13% y 83.71£13.81%,

respectivamente) (Grafico 2).
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Figura 8. Actividad metabdlica de espermatozoides humanos del grupo
de muestras frescas. A) Espermatozoides en contraste de fases. B)
Espermatozoides siendo excitados a una longitud de onda de 540nm a
600 nm.

En lo que concierne al grupo de espermatozoides criopreservados, ninguno
de los cuatro tratamientos (ECC 67.46 + 25.13, ESC 83.71 + 13.81, EC5 73.37 £
28.77, ES5 50.43 = 45.70) presenté diferencias significativas respecto a la

reduccion de resazurin.

Actividad metabolica
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\
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Frescos ECC ESC Nucleones

Tratamiento

Grafico 2. Actividad metabdlica por reduccidon de resazurin del grupo de
espermatozoides obtenidos de muestras frescas. Son mostrados los
valores de la media + el error estandar. Los simbolos + * ° representan
los tratamientos que difieren significativamente, cada uno con un valor
de p<0.05.

Resulta interesante que los espermatozoides criopreservados por cinco

afios presentan actividad metabdlica en un porcentaje cercano a las células que
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fueron criopreservadas un mes; incluso el porcentaje de actividad metabdlica de
las células criopreservadas con crioprotector por cinco afos sea mas alto que
aquellas criopreservadas con crioprotector un mes. Es importante sefalar que la
intensidad de fluorescencia se redujo en los espermatozoides criopreservados por
cinco afos, pero aun se producia la fluorescencia del resazurin oxidado al ser

excitado a una longitud de onda de 540 a 600nm (Fig. 9).

A

Figura 9. Actividad metabdlica de espermatozoides humanos
criopreservados por cinco afios. A) Espermatozoides en contraste de
fases. B) Espermatozoides siendo excitados a una longitud de onda de
540nm a 600nm.

Se realizé un analisis de correlacion entre el porcentaje de espermatozoides
que fueron metabdlicamente activos y el porcentaje de motilidad total, asi como un
analisis de correlacién entre porcentaje de viabilidad y actividad metabdlica de
muestras frescas, sin embargo ninguno de los dos analisis mostré una correlacién

entre las variables (Tabla 5).

Actividad metabdlica

Parametros de semen — —
Coeficiente de correlacion P

Concentracion espermatica -0.04 0.91
Viabilidad 0.23 0.54
Morfologia 0.20 0.58
Movilidad progresiva -0.11 0.76

Tabla 5. Correlaciébn entre actividad metabdlica y parametros
espermaticos de muestras frescas.
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De igual manera se realiz6 un test de correlacion entre la presencia de
actividad metabdlica y las tres diferentes técnicas para evaluar fragmentacion de
ADN, los resultados muestran que solo la prueba con AO se correlaciona
débilmente a la actividad metabdlica con un coeficiente de -0.34 y una p = 0.04
(Grafico 3).
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Gréfico 3. Correlacion entre los espermatozoides metabdlicamente
activos y la prueba con tincion de AO

7.4 Comparacion de la fragmentacion de ADN en el grupo de muestras
frescas.

La integridad de ADN de espermatozoides frescos determinada por las
pruebas de AO y cometa (Fig. 10), muestra un porcentaje alto de fragmentacion
40.27% y 82.96%, respectivamente, valores altos, considerando que las muestras
provenian de hombres jovenes y sanos.

Observando los valores de fragmentacion es evidente que el analisis
prueba cometa, incrementa el porcentaje de fragmentacion, siendo esta diferencia
altamente significativa (p<0.0001).

La diferencia de porcentaje de fragmentacion expuesta por las pruebas
cometa y AO se repiten con los tratamientos de nucleones y espermatozoides
criopreservados sin crioprotector, ambos, teniendo valores estadisticos
significativos (p<0.05) y siempre siendo la prueba cometa la que presenta los
datos mas altos; probablemente por las diferencias en el tiempo de incubacion en

buffer de lisis.
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Figura 10. Prueba cometa y prueba con anaranjado de acridina del
grupo de muestras frescas. El la imagen derecha se muestran
espermatozoides siendo analizados por prueba cometa, en la cual se
puede observar la dispersion de ADN mostrado por —. En la imagen
izquierda se observan espermatozoides tefiidos con AO (verdes ADN
integro, anaranjado-rojo ADN fragmentado).

A pesar de que el porcentaje de fragmentacién de la prueba cometa fue
mayor al derivado por AO en el tratamiento restante (espermatozoides
criopreservados con crioprotector), no fue significativamente diferente.

Ambas pruebas variaron en el tratamiento que presenté mayor
fragmentacién de ADN; aunque ambos fueron con tratamientos que se sometieron
a criopreservacion. Con la prueba AO, el tratamiento que obtuvo porcentajes
mayores de fragmentacion fue espermatozoides criopreservados sin crioprotector,
con una media de 63.59%, a diferencia de la prueba cometa, en la cual los
espermatozoides criopreservados sin crioprotector tuvieron el porcentaje de
fragmentacién mas alto (88.45%).

Cabe senalar que el tratamiento de nucleones fue el que presenté el menor
porcentaje de fragmentacion en las dos técnicas empleadas, AO 31.43% vy
cometa 66.77%.

En todos los tratamientos siempre se mantuvo la tendencia de aumentar el
porcentaje de fragmentacion de ADN por parte de la prueba cometa y en la
mayoria esta diferencia fue significativamente diferente como se puede observar

en la tabla 6.
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. Espermatozoides | Espermatozoides
ratamiento , ! !
Espermatozoides Nucleones criopreservados | criopreservados
frescos con crioprotector | sin crioprotector
Prueba
un mes un mes
A”err?g’i‘gg de | 40.27+12.84%+ |31.43+1557%|  63.59+7.03 57.045+15.10**
Prueba cometa 82.96x17.21 66.77+20.99 74.48x£20.79 88.45+7.96

Tabla 6. Media + Desviacion estandar de los valores de fragmentacion
con las pruebas AO y cometa, del grupo de muestras frescas.

Asteriscos representan diferencias significativas entre pruebas
(**p<0.01, ***p<0.001).

Los resultados de fragmentacion por la técnica de anaranjado de acridina

en el andlisis de parcelas divididas mostro diferencias significativas entre la

mayoria de tratamientos, excepto en espermatozoides frescos y nucleones

(Grafico 4).

% Fragmentacion

Prueba de Fragmentacion

Frescos

ECC

Tratamientc

ESC

B A0
B Prueba cometa

Nucleones

Gréfico 4. Porcentaje de fragmentacion de ADN obtenido por prueba
cometa y prueba AO del grupo de muestras frescas. Son mostrados los
valores de la media * el error estandar. Diferentes simbolos * (p<0.01),+
(p<0.05), ° (p<0.001), @ (p=0.001), o (p=0.05) indican diferencias
significativas entre tratamientos.

A pesar que el tratamiento de nucleones obtuvo el menor porcentaje de

fragmentacion, incluso menor que los espermatozoides frescos, no se presenta

diferencia estadisticamente significativa. El tratamiento con DTT y CTAB no afecta

en el porcentaje de fragmentacion de nucleones provenientes de espermatozoides

de muestras frescas.
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En contraste a lo anterior, los tratamientos de espermatozoides
criopreservados con crioprotector y nucleos aislados mostraron una gran
diferencia (p<0.001); lo cual implica que la criopreservacion provoca dafios
importantes al ADN del espermatozoide humano.

A diferencia de lo ocurrido con la prueba de AO, con la prueba cometa, solo
se presento diferencias significativas entre los tratamientos de espermatozoides
criopreservados sin crioprotector y nucleones (p=0.05) (Grafico 4).

Lo similar de estas dos pruebas fue que los nucleones son el tratamiento

que presenta menor fragmentaciéon de ADN.

7.5 Comparacion de la fragmentacion de ADN entre el grupo de muestras
criopreservadas.

Los espermatozoides obtenidos de muestras criopreservadas fueron
analizadas por tres técnicas diversas, tincion con anaranjado de acridina, prueba
cometa y prueba con citometro de flujo.

La prueba de AO revela porcentajes altos de fragmentacion de ADN, por
arriba del 50% fragmentacion en los cuatro grupos, siendo el mas alto el del grupo
ECS5 con 71.47%, seguido por ECC y ESC. Sorprendentemente, el grupo con
menor porcentaje de fragmentacién es el de ES5. No obstante, los grupos no

presentaron diferencias significativas con la prueba de AO (Tabla 7).

Espermatozoides

criopreservados

con crioprotector
un mes

Espermatozoides

criopreservados

sin crioprotector
un mes

Espermatozoides
criopreservados

con crioprotector
por cinco afnos

Espermatozoides
criopreservados
sin crioprotector
por cinco anos

Porcentaje de
fragmentacion
de ADN

63.59+7.03

57.045+15.10

55.68+28.53

71.47+£19.37

Tabla 7. Media + Desviacion estandar de los valores de fragmentacion
con las prueba AO del grupo de muestras criopreservadas.

Como sucedié con el grupo anterior de muestras frescas, los valores de

fragmentacién de ADN aumentaron con la prueba cometa, pareciendo ser una
prueba mas sensible. Otra diferencia con la técnica anterior fue que los EC5, no

fue el grupo que presentd mayor fragmentacién de ADN, al contrario, fue el grupo
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de ESC (88.45%), que en la prueba AO resulto ser el de menor porcentaje de

fragmentacioén y el grupo con menor porcentaje fue EC5 (71.17%) (Tabla 8).

Espermatozoides

criopreservados

con crioprotector
un mes

Espermatozoides

criopreservados

sin crioprotector
un mes

Espermatozoides
criopreservados

con crioprotector
por cinco afios

Espermatozoides
criopreservados

sin crioprotector
por cinco anos

Porcentaje de
fragmentacion
de ADN

74.48+20.79

88.45+ 7.96

71.17+ 26.67

82.55+ 10.82

Tabla 8. Media + Desviacion estandar de los valores de fragmentacion
con la prueba cometa del grupo de muestras criopreservadas.

De la prueba con citometria de flujo se obtuvieron tres diferentes resultados,

porcentaje del indice de fragmentacion de ADN (DFI), porcentaje de fragmentacion
de ADN y porcentaje de alta capacidad de tincion del ADN (HDS). Dichos

resultados se obtuvieron tras el analisis de las distribuciones de fluorescencia

verde y roja (Fig. 11y 12).
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fluorescencia verde versus

fluorescencia roja (ADN fragmentado). Izquierda: muestra de semen con
un bajo porcentaje de espermatozoides con altos niveles de
fragmentacion del ADN. Derecha: el semen muestras con altos niveles
de fragmentacion del ADN. Un total de 10000 eventos fueron medidos y
cada punto representa un espermatozoide. Puntos azul claro: poblacion
principal, puntos azul obscuro: poblacion ADN fragmentado, puntos
verdes HDS, puntos morados: debris.

Respecto al DFI, los porcentajes de fragmentacion fueron elevados por

arriba del 60% y no se encontré diferencia significativa entre los tratamientos como
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se puede observar en la tabla 9. Analizando los resultados se evidencia que el

dano al ADN comienza desde periodos tempranos en la criopreservacion a -20°C.

Espermatozoides

criopreservados

con crioprotector
un mes

Espermatozoides

criopreservados

sin crioprotector
un mes

Espermatozoides
criopreservados

con crioprotector
por cinco afnos

Espermatozoides
criopreservados

sin crioprotector
por cinco afios

Porcentaje de
fragmentacién
de ADN

77.83+9.75

68.89+ 19.62

79.46+ 10.62

73.66+ 9.33

Tabla 9. Media + Desviacion estandar del porcentaje del indice de
Fragmentacioén de ADN con las prueba de citometria de flujo.

La tendencia, al no existir diferencias significativas entre tratamientos, se

mantuvo en los resultados de porcentaje de fragmentacién de ADN. Esta vez los

valores de fragmentacion no fueron muy altos, siendo el tratamiento de ECC, el

que presentd mayor

tratamientos

restantes, al

porcentaje de fragmentacion (46.08%%12.49%).

no ser significativamente diferentes,

porcentajes parecidos al tratamiento ECC (Tabla 10).

Los

obtuvieron

Espermatozoides

criopreservados

con crioprotector
un mes

Espermatozoides

criopreservados

sin crioprotector
un mes

Espermatozoides
criopreservados

con crioprotector
por cinco afos

Espermatozoides
criopreservados

sin crioprotector
por cinco anos

Porcentaje de
fragmentacion
de ADN

46.08+ 12.49

33.99+ 16.31

38.57+ 25.46

42.78+ 23.74

Tabla 10. Media + Desviacion estandar del porcentaje de células con

fragmentacion de ADN con la prueba de citometria de flujo.

La alta capacidad de tincién del ADN fue calculada en base al porcentaje

de células espermaticas con altos niveles de fluorescencia verde (Fig. 12). No

hubo efectos significativos en los tratamientos y HDS (p= 0.051).
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representando la intensidad de fluorescencia roja la cual esté sefialada con el cuadrante P3.
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Los valores de las medias de HDS estuvieron por debajo del 15%,
porcentaje considerado ser un factor de influencia negativo en el potencial de
fertilidad. La media de los porcentajes de HDS fueron los siguientes: EC5 3.13%,
ESS5 2.04%, ECC 9.44%, ESC 7.03%.

Se observaron diferencias significativas al comparar las técnicas utilizadas
en el grupo de muestras criopreservadas (Grafico 5); resultando ser el porcentaje
de fragmentacion de ADN obtenido por citometria de flujo diferente al mostrado
por la prueba cometa y AO, incluso distinto al porcentaje de DFI datos obtenidos

con el mismo método (p<0.05).

Fragmentacion de ADN con diferentes pruebas

* *
[} -]

o %

80 |
‘ |

60 |

40

% Fragmentacién

20 4

AOT Citémetro Cometa DFI

Tratamiento

Grafico 5. Porcentaje de fragmentacion de ADN del grupo de muestras
criopreservadas, obtenido por las pruebas cometa, AOT y citometria de
flujo, de la ultima prueba obteniendo dos valores DFI y células con ADN
fragmentado. Son mostrados los valores de la media * el error estandar.
Diferentes simbolos *, ° indican diferencias significativas entre pruebas.

Las medias de la tincion con anaranjado de acridina (61.95%%19.38%) fue
el método que presentdé menor diferencia significativa con el porcentaje de DFI
(74.96%+13.14%) (p=0.02).La prueba cometa y el porcentaje de DFI no fueron
diferentes significativamente (p=0.82), ambas pruebas con porcentajes de
fragmentacion elevados.

En relacién a lo anterior, podria decirse que la prueba de citometria de flujo

es comparable con un procedimiento menos costoso, la prueba cometa.
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Otra diferencia se encontro entre la prueba de AO y la prueba cometa
(p=0.001), siendo la media de la prueba cometa (79.16%+18.70%) mayor a la de
tincién con AO (61.95%%19.38%).

Se llevaron a cabo diversos test de correlacion entre las tres pruebas
analizadas en este grupo, pero ninguno tuvo algun tipo de correlacion. Las
pruebas que mas se acercaron a tener correspondencia fueron la prueba cometa y

la prueba con tincién de AO (coeficiente de correlacion 0.30, p = 0.07).
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8. DISCUSION

En los ultimos afos, en Latinoamérica asi como en el resto del mundo, las
consultas por infertilidad han experimentado un incremento notable, incluso la
OMS tuvo que reajustar los valores de referencia del espermiograma,
disminuyéndolos en comparacion a los de la edicion de 1999. El analisis seminal
continia siendo la herramienta basica de rutina que brinda la mejor informacién
para evaluar la calidad reproductiva del varon (Sarabia & Munuce, 2011). Sin
embargo, en estos analisis no se evalua la integridad del ADN y la organizacién de
la cromatina espermatica, a pesar de que diversos estudios sefialan que son
factores importantes asociados con la fertilidad (Shamsi, et al., 2008).

En el manual publicado por la OMS para la evaluacién del semen no existen
parametros de referencia para la evaluacion de la cromatina espermatica, a pesar
de la existencia de diferentes métodos; posiblemente por la falta de protocolos
estandarizados, agregando que las diferentes técnicas desarrolladas para la
evaluacion de ADN espermatico podrian explicar diferentes aspectos del estado
de la cromatina (Pérez-Cerezales, et al., 2012).

Dentro de los parametros que se evaluan, segun los criterios de la OMS,
esta la morfologia del espermatozoide. Los resultados aqui presentados muestran
que los valores de espermatozoides normales se encuentran dentro del rango
establecido por la OMS, a pesar de ser bajos (34%) esto puede relacionarse a los
altos porcentajes de fragmentacion obtenidos por la prueba cometa y AOT, ya que
defectos en la morfologia han sido asociados con un aumento de fragmentacion
del ADN, incremento en la incidencia de alteraciones estructurales de los
cromosomas y a cromatina inmadura (OMS, 2010).

Es importante sefialar que los valores de fragmentacion de ADN en
espermatozoides de muestras frescas fue elevado a pesar de que los donadores
eran sanos Yy jovenes, esto se relaciona con diversos trabajos que indican que el
estilo de vida moderno puede inducir a la fragmentacion como la exposicién a la
contaminacion del aire, radiacién de teléfonos celulares y la nicotina (De luliis, et
al., 2009; Arabi, 2004; Rubes, et al., 2005). Lo anterior podria explicar los niveles
bajos de viabilidad espermatica en el presente estudio.
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La criopreservacion de espermatozoides es una técnica de rutina utilizada
en los centros de reproduccion asistida. Se ha demostrado que durante el proceso
de criopreservacion, los efectos osméticos de la congelacién y descongelacion
disminuyen la capacidad del espermatozoide, por el daino de membranas
celulares, disminuyendo severamente la motilidad, creando alteraciones
morfologicas y afectando a nivel nuclear al espermatozoide (Nallella, et al., 2004;
Davides, et al., 2012). Este estudio revela datos relacionados con lo expuesto
anteriormente, ya que la viabilidad celular y la motilidad disminuyé drasticamente
después de haber sometido a los espermatozoides a procesos de congelacion y
descongelacion, independientemente del método de criopreservacion utilizado.

Se puede observar que el porcentaje de espermatozoides vivos y moéviles
es practicamente cero, no existiendo diferencias en el tiempo (un mes o cinco
afios) o tipo de criopreservacion (con o sin crioprotector). Los dafios al ADN
también aumentaron al comparar los espermatozoides criopreservados por un
mes con los espermatozoides frescos. Esto ocurrié debido a que el momento mas
critico para las células durante la fase de congelacion y descongelacion es de los -
15°C a -60°C (Nawroth, et al., 2005), temperaturas a las cuales estuvieron
sometidos los espermatozoides por largos periodos de tiempo y es en este rango
de temperatura donde la formacion de cristales de hielo intracelulares o
extracelulares se lleva a cabo (Isachenko, et al., 2004).

En los resultados presentados se puede observar que no existen
diferencias entre la fragmentacion de ADN vy el tiempo de criopreservacion ya que
los dafios se ocasionan en el momento de enfriamiento de la criopreservacion
debido a la deshidratacién de la célula (Nawroth, et al.,, 2005; Boitrelle, et al.,
2012). Estudios anteriores sefialan que el método de vitrificacion no afecta la
integridad del ADN (Isachenko, et al., 2004).

La crio supervivencia no solo depende de la temperatura sino también del
tipo y concentracion de crioprotector utilizado; pero aun no existe el medio el cual
prevenga los dafos causados por el congelamiento. Reportes previos han
comparado la eficiencia de diferentes medios crioprotectores, siendo superior
TEST-yolk, seguido de HSPM (Stanic, et al., 2000; Hammadeh, et al., 2001). Un
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estudio utilizando el método de vitrificacion sin crioprotector muestra que los
espermatozoides no mostraron dafo en la movilidad y en la integridad del ADN en
comparacion con espermatozoides frescos, esto no concuerda con los resultados
presentados ya que espermatozoides con o sin crioprotector muestran el mismo
nivel de dafio en el ADN (Isachenko, et al., 2004), la diferencia puede residir en los
diferentes métodos de crioproteccion utilizados.

Por otra parte, la prueba con resazurin ha sido usada para detectar
actividad metabdlica gracias al cambio de coloracion de azul a rosa por la
reduccion de resazurin a resofurin. Esta reaccién ocurre en células vivas y es
atribuida a la reduccidn de resazurin por diferentes sistemas de enzimas
oxidorectasas que utilizan NAD (P) H como un donador primario de electrones
(Erikstein, et al., 2010). Los espermatozoides vivos producen factores de
reduccion como NADH+H durante procesos metabdlicos de glicolisis y el ciclo del
acido citrico, y estos factores participan en las reacciones de 6xido-reduccion
(Zalata, et al., 1998). Por lo expuesto en el parrafo anterior, la prueba con
resazurin ha sido propuesta como una alternativa para conocer la viabilidad en
espermatozoides humanos y ovinos (Zrimsek, 2011).

En diversos estudios se ha mostrado correlacion entre la motilidad, la
concentracion y la actividad metabdlica de espermatozoides de muestras de
semen humanas y ovinas (Reddy, et al., 1997; Mahmoud, et al., 1994). Sin
embargo, existe una discrepancia entre dicha correlacion ya que algunos autores
muestran correlaciones positivas entre la concentracidon de espermatozoides
moviles y la reduccion de resazurin y otras correlaciones negativas (Zrimsek, et
al.,, 2004; ZrimSek, et al., 2006). Ademas, se han encontrado correlaciones
negativas entre la prueba de resazurin y los altos porcentajes de fertilidad con el
uso de semen de bovinos (Foote, 1999).

Los datos aqui presentados no muestras correlacién entre la reduccién de
resazurin y los diferentes parametros evaluados en el semen humano. Cabe
sefalar que la correlacion aqui presentada se realizé entre movilidad y actividad
metabdlica (reduccidn de resazurin) y no con la concentracion de espermatozoides

moviles. Posiblemente podria presentarse algun tipo de correlacion aumentando el
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numero de la muestra.

Debido a la forma reducida de resazurin, es conocido que acepta electrones
de los radicales libres para reaccionar con oxigeno molecular en una manera que
promueve la generacion de ROS. Ademas, actua como un aceptor de electrones
en la cadena transportadora de electrones con la membrana interna de la
mitocondria y también ha sido relacionada con reacciones de oxidacion y
reduccion en el nucleo y citosol (Erikstein, et al., 2010).

Se conoce que la produccidon de especies reactivas de oxigeno es un
fendbmeno comun que puede ser una sefal de estrés celular que propicia la
fragmentaciéon de ADN espermatico (Evenson & Wixon, 2006). Esto explicaria
porque los espermatozoides criopreservados con crioprotector y sin crioprotector
muestran porcentajes mas altos de fragmentacion que los espermatozoides de
muestras frescas. Esta bien establecido que la produccion de ROS incrementa la
peroxidacioén lipidica después de la criopreservacion y este evento esta asociado
con la perdida de motilidad en el espermatozoide (Isachenko, et al., 2004). Dicha
consecuencia se presentd en los espermatozoides criopreservados ya que
perdieron completamente la motilidad.

De igual manera, la peroxidacion lipidica esta asociada a danos en
membranas (Reyes, et al., 2001), y es por ello que la viabilidad en
espermatozoides criopreservados fue muy baja. Al existir dafio en la membrana
espermatica, el ioduro de propidio puede penetrar a la célula uniéndose al ADN,
otorgandole la fluorescencia roja que presentan los espermatozoides no viables
(Escobar, et al., 2009).

El dafno causado al espermatozoide por la criopreservacion ocurre
principalmente durante la descongelacion ya que ha sido relacionada con una
disminucién de la defensa antioxidante durante el enfriamiento, lo que provoca un
dano estructural al citoesqueleto durante la criopreservacion. Todos estos
hallazgos sugieren que el enfriamiento lento, y especialmente descongelacién de
espermatozoides, ademas de la formacion de cristales de hielo, son
intrinsecamente perjudiciales (Isachenko, et al., 2004). Por lo que se propone

probar diferentes metodologias de criopreservaciéon y descongelamiento, al
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utilizado en el presente estudio, para poder tener informacién mas concisa acerca
de la produccion de ROS en el espermatozoide y los dafios causados en la
motilidad.

Sin embargo, la correlacion negativa entre actividad metabdlica y el
porcentaje de fragmentacion con AOT, no podria explicarse por este proceso, ya
que podria ser atribuido a que los procesos de fragmentacion de ADN no se
derivan de una sola causa (Gonzalez-Marin, et al., 2012).

A pesar de que la presencia de resazurin afecta las condiciones de energia
y REDOX de la célula, no se han encontrado efectos adversos significativos en la
capacidad fertilizante de los espermatozoides bovinos (Wang, et al., 1998).

Se han realizado pocos estudios de actividad metabdlica en nucleos
aislados de espermatozoides humanos. Reyes y colaboradores, utilizando ioduro
de propidio y diacetato de fluoresceina, mostraron que los nucleos aislados de
bovinos presentan actividad metabdlica por el consumo de oxigeno, el cual
incrementa el consumo de ATP, sugiriendo la presencia de sintesis anaerobia de
ATP, todo ello sin la participacién de las membranas espermaticas u otra proteina
externa al nucleo espermatico (Reyes, et al., 2001). A pesar de que en este trabajo
no fue utilizado ioduro de propidio y diacetato de fluoresceina, en los nucleones se
expresaron los niveles mas altos de actividad metabdlica utilizando resazurin.
Estos resultados podrian ser explicados debido a que ROS inducen la
peroxidacién lipidica provocando danos a la membrana celular (El-Battawy & El-
Nattat, 2013). Puesto que los nucleones son estructuras libres de membranas
celulares, probablemente la reaccién se lleva a cabo por pequenos restos de
membranas que permanecieron adheridas al nucleo.

Otra caracteristica que pudiera explicar la alta actividad metabdlica de los
nucleos aislados podria deberse a que el resazurin se filtre en el nucledn, sin
interferir en los procesos de fragmentacion de la cromatina ya que no varian
significativamente los porcentaje de fragmentacion, entre muestras frescas vy
nucleos aislados, evaluados por AOT y prueba cometa.

A pesar de que los resultados de fragmentacion entre nucleones y muestras

frescas de espermatozoides no varian, es importante hacer notar que el numero
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de estructuras obtenidas a partir de una concentracion de 100x10°
espermatozoides/ml se reduce significativamente, perdiendo aproximadamente el
60%. Esto podria sugerir que las células eliminadas podrian tener dafios mayores
en el ADN y que no es posible eliminar el 100% de estas células danadas ya que
el espermatozoide humano es una célula labil comparada con espermatozoides de
diferentes especies animales como en bovinos y ratas, que solo presentan la
protamina P1 y nulos niveles de histonas (D’Occhio, et al., 2007).

Sin embargo, este hecho es un resultado sorprendente ya que la presencia
de esta actividad metabdlica abre la posibilidad de seleccionar los nucleones que
podrian ser utiles para ICSI y tal vez se podria tener un numero adecuado de
tasas fertilizacion y embarazos. Los nucleos aislados de espermatozoides no han
sido inyectado en ovocitos humanos, aunque, se han realizado con
espermatozoides “decapitados” de hamster teniendo resultados favorecedores, ya
que mostraron capacidad fertilizante inclusive desarrollo embrional normal,
ademas de que estas cabezas aisladas fueron criopreservadas (Shoji Kuretake,
1996; Yamauchi, et al.,, 2002). Igualmente, seria interesante comparar la
capacidad fertilizante de los nucleos aislados y espermatozoides humanos
sometidos a tratamientos de criopreservacion, ya que se ha demostrado que los
nucleones de bovino criopreservados, hasta por nueve meses a -5°C, no
presentan modificaciones morfolégicas (area, perimetro, longitud). En cambio, los
nucleones criopreservados a 5° muestran una leve disminucién en el area total
después de 9 meses de preservacion.

En el presente estudio se compararon tres técnicas para la evaluacion de la
fragmentacién de ADN en espermatozoides humanos. La prueba por citometria de
fluo y AOT estan basadas en el mismo principio, que consiste en inducir la
desnaturalizacion acida de ADN seguida de la tincibn con el fluorocromo
metacromico AO, que es el que identifica, de acuerdo a la fluorescencia, al ADN
integro (verde) y al ADN desnaturalizado (rojo). La diferencia de estas dos
técnicas radica en el instrumento utilizado para su medicién, AOT utiliza el
microscopio de epifluorescencia, mientras la otra un citdmetro de flujo.

La prueba cometa a pesar de que utiliza el mismo fluorocromo AO no sigue
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el mismo principio ya que esta prueba se basa en la electroforesis, donde la
cadena rota de se libera del superenrollamiento y migra en la direccion del anodo.
El AO sélo sirve para detectar el ADN pudiendo ser cambiado por otro fluorocromo
con afinidad a ADN.

La prueba de citometria de flujo, que fue utilizada en este trabajo, esta
basada en la prueba SCSA, la cual, es la unica prueba que ofrece un parametro
para diferenciar los grados de dafio al ADN, el DFI, cuyo valor puede ser predictivo
para la fallas de la fecundacién in vitro o in vivo (Evenson & Wixon, 2006). Sin
embargo, pocos estudios muestran correlacion entre el porcentaje de DFI vy
parametros seminales (concentracion, morfologia y motilidad) (Khalili, et al., 2006).

Con la SCSA es posible obtener el %HDS, el cual ha sido correlacionado
con él %DFl y la prueba cometa (Pérez-Cerezales, et al., 2012). Los datos aqui
presentados no muestran ese tipo de correlacion. Sin embargo, no existen
diferencias significativas entre los resultados de la prueba cometa y el %DFI,
pudiendo ser estas técnicas comparables a pesar de que el numero de células
contadas en cada prueba es muy distante, en la prueba cometa se cuenta de 200
a 2000 células mientras que en la SCSA pueden ser evaluados de 5000 a 10000
espermatozoides.

Los resultados varian significativamente al comparar AOT con la prueba
cometa y el % DFI, siendo las dos ultimas mas sensibles. Diversos estudios
demuestran que los resultados con AOT son pocos confiables para el uso clinico,
ya que se debe encontrar el equilibrio exacto en la concentracién de AO. Incluso la
AOT depende de la forma correcta del cubreobjetos, ya que si este tiene
concavidades puede incrementar la concentracion de AO en una parte de la
muestra tinendo demasiado a los espermatozoides. Ademas, si no se cuenta con
un software para facilitar el conteo de espermatozoides segun su fluorescencia,
los resultados llegan hacer subjetivos (Evenson & Wixon, 2006).

Aunque las técnicas de AOT y SCSA usan condiciones de desnaturalizacion
acidas seguido por la tincion de AO, la razén por la cual no existe correlacién entre
los resultados podria ser por los diferentes procedimientos de evaluacion.

Evenson et al. (1999) sugiere que la microscopia de fluorescencia con AO provee
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un panorama general del estado del ADN. AOT es limitada con sélo dos o tres
clasificaciones (verde, roja, amarilla) comparado con SCSA, la cual evalua 1024
canales de fluorescencia roja y verde usando citometria de flujo.

En trabajos anteriores los porcentajes de fragmentacion con AOT son
mayores que los obtenidos por SCSA (Chohan, et al., 2006), resultados que
fueron contrarios con los obtenidos en este trabajo. Se han realizado trabajos
comparando soluciones fijadoras para la AOT y estos han mostrado que cuando
se utiliza la solucion de Carnoy con dos horas de incubacion, el porcentaje de
fragmentacidn es mas elevado (Chohan, et al., 2004). Lo que explicaria porque los
datos con AOT son menores ya que el tiempo de fijacion utilizado en este estudio
fue de 30 min. Esto ultimo confirma que es mas confiable utilizar el % DFI o los
resultados de fragmentacién con la prueba cometa, ya que el primero nos indica la
intensidad de fluorescencia y la prueba cometa nos muestra el desplazamiento de
las hebras rotas del ADN lo que hace a las pruebas mas sensibles.

Otro dato de que se obtuvo al realizar la citometria de flujo fue el porcentaje
de células fragmentadas, el cual difiere con el resto de los valores obtenidos,
probablemente porque él % DFI mide la intensidad de fluorescencia y no el color
de fluorescencia de células individuales, en este caso asemejaria a AOT. Sin
embargo, los porcentajes de fragmentacion de estos dos métodos varian,
pudiendo ser responsable el tipo de compensacion realizada en el citometro de
flujo ya que el AO, al ser un fluorocromo metacromico, puede emitir diferentes

fluorescencias.
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9. CONCLUSIONES

La cromatina de espermatozoides de hombres normozospermicos
(concentracion/ml y porcentuales de movilidad progresiva y de espermatozoides
normales igual o por arriba de los valores minimos de referencia) tiene una alta
concentracion de roturas en hebras de ADN, probablemente por la cantidad de

sitios labiles.

La prueba de actividad metabdlica, empleando resazurin, nos arroja valores
predictivos de la fragmentacién de ADN con AOT espermatico siendo
correlacionados positivamente, ya que el comportamiento reproductivo depende
de procesos metabdlicos. La evaluacion de las tasas metabdlicas de los
espermatozoides podria proporcionar informacion mas completa acerca de la

calidad del semen.

A pesar que el espermatozoide humano es una célula muy labil, resiste al
tratamiento con agentes reductores. No obstante, al obtener nucleos aislados, se
pierden gran cantidad en las estructuras resultantes, probablemente algunas que
se pierden durante el proceso tengan dafos a nivel de ADN ya que el tratamiento
de nucleos aislados en humanos disminuye levemente el porcentaje de ADN

fragmentado en comparacion al de espermatozoides humanos.

Las tres técnicas para evaluar fragmentacion fueron utiles para evaluar
espermatozoides criopreservados, mostrando que la criopreservacién a -20°C
induce grandes dafios al ADN espermatico, siendo indiferente el tiempo de
criopreservacion de las mismas; por lo que -20°C no es una temperatura idénea
para crio preservar espermatozoides humanos que se piensen utilizar en técnicas

de reproduccion asistida.

Las técnicas de evaluacion espermatica analizadas en el presente trabajo
son de gran valor predictivo del dano del ADN, ya que a pesar de ser

metodolégicamente diversas, no existen diferencias al comparar la prueba cometa
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y el %DFl, siendo la primera una técnica sencilla y de bajo costo que puede ser
implementada en analisis previos a someterse a un tratamiento de reproduccion

asistida

El porcentaje de células con dafios de ADN, obtenido mediante citometria
de flujo, no muestra ser un valor confiable y predictivo de la estructura de la

cromatina en espermatozoides humanos.

El desarrollo de novedosos métodos de diagndstico ultra-estructural
podrian conducir de forma mas objetiva a predecir los resultados del uso del
material seminal, no sélo para pacientes sometidos a técnicas de reproduccion
asistida, sino también en procesos de biotecnologia reproductiva. Sin embargo,
se necesitan ensayos adicionales a gran escala para confirmar un valor predictivo
de la integridad de la cromatina espermatica, ya que la integridad del ADN es un

marcador objetivo de la funcién del espermatozoide.
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10. PERSPECTIVAS

Calcular el grado de fragmentacion de ADN de espermatozoides y
nucleos aislados sometidos a diferentes temperaturas u obtenidos de
individuos con problemas de fertilidad, dividirlos por grados de
fragmentacién y evaluar la capacidad fertilizante de espermatozoides y
nucleones. Asi mismo, evaluar la actividad metabdlica de cada grupo
experimental y correlacionarla con los resultados obtenidos. Si existieron
fertilizaciones en los grupos proseguir el estudio hasta el mayor tiempo de

supervivencia de los embriones.
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12. ANEXOS

Abreviaturas

%DFI

ADN
Al
AO
AOT

CTAB

DFI
DTT

ECS5

ECC

EDTA

ES5

ESC

HSPM

Porcentaje del indice de

Fragmentacion de ADN

Acido Desoxirribonucleico
Inseminacion Artificial
Anaranjado de Acridina

Prueba de Anaranjado de Acridina

Bromuro de N,N,N-Trimetil,1-

Hexadecan-Amino

indice de Fragmentacién de ADN

Dithiothreitol

Espermatozoides
Criopreservados con
Crioprotector por Cinco afos
Espermatozoides
Criopreservados con

Crioprotector por un mes
Acido Etilendiaminotetraacético

Espermatozoides
Criopreservados sin Crioprotector
por Cinco afnos

Espermatozoides
Criopreservados sin Crioprotector
por un mes

Medio de Preservacioén para

Semen Humano
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ICSI
ISNT
1UI
IVF
MAR
REDOX
ROS
SCD
SCSA
TUNEL
Medio TALP

Concentracion
NaCl 114.0mM
KCI 3.2mM
NaHCo3 25.0mM
NaH2PO4H20 0.4mM
Na-Lactato 10.0mM
Na-Piruvato 0.5mM
CaCl22H20 2.0mM
MgCI26H20 0.5mM
Estreptomicina mg/ml

Inyeccién Intracitoplasmatica de
Espermatozoides

Ensayo In Situ Nick Traslation
Inseminacién Intrauterina

Fertilizacion In Vitro
Matriz nuclear

Oxido-reduccion

Especies reactivas de oxigeno

Prueba de Dispersion de la
Cromatina del Semen

Ensayo de la Estructura de la
Cromatina en Espermatozoides
Terminal Deoxynucleotidyl
Adicién de nucleétidos dUDP
marcados con transferasa

desoxinucleoétido terminal
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Penicilina mg/ml
Osmolaridad 305+ 3m0Osm
pH=7.4

Medio para la preservacion de espermatozoides humanos (HSPM)

Concentracion

Glicerina 15%
Sacarosa 0.05M
Glicina 1%

Buffer de lisis prueba cometa

Concentracion
NaCl 2.5M
EDTA 100mM
Tris HCI 100mM
DMSO 10%
DTT 10mM
Tritdn 1%
pH= 10
Buffer de fosfatos AOT
Concentracion
Acido citrico 0.1M
Na2HPOa4 0.2M
EDTA 1mM

NaCl 0.15M



pH =6.

Buffer de desnaturalizacion acida citometria de flujo

Concentracion
Tritén X-100 0.1% (viv)
NaCl 0.15M
HCI 0.08M

pH = 1.4

Solucién AO citometria de flujo

6ug de AO por ml de buffer

Concentracion
Acido citrico 0.1M
Na2HPO4 0.2M
EDTA 1mM
NaCl 0.15M

pH = 6.
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