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Velazquez-Magafia M. Cuerpos M540 y apoptosis

Introduccién

Durante las Ultimas décadas se ha observado una disminucion
progresiva en la capacidad reproductiva tanto en hombres como mujeres.

Esto ha traido consigo un incremento en la demanda de los servicios
asistenciales para la atencion de los problemas reproductivos relacionados
con la infertilidad.

La infertilidad se define como la incapacidad de lograr un embarazo
después de un afio de busqueda intencionada y sin el uso de algan método
anticonceptivo, sin embargo hay condiciones que requieren una atencién
oportuna sin que necesariamente se definan los tiempos en el proceso de
evaluacion diagnéstica y proyeccién terapéutica.

El espermatozoide ha jugado un papel importante en los procesos
reproductivos en donde sus capacidades estan relacionadas no solo con los
procesos de fertilizacidbn y desarrollo embrionario, sino también con los
fendmenos de placentacion y aquellos relacionados con proceso restrictivos
derivados de la vasculogénesis, transporte y nutricion placentaria
(enfermedad hipertensiva asociada al embarazo, restriccion en el crecimiento
intrauterino, entre otras).

Los procesos de muerte celular programada también Illamados
apoptosis se caracterizan por una serie de cambios morfolégicos vy
bioquimicos que resultan en la eliminacion de las células sin la presencia de
una respuesta inflamatoria',". Al igual que en diferentes procesos tanto
fisiolégicos como patoldgicos los procesos reproductivos no son ajenos a
estas vias de activacion, los cuales repercutiran en la capacidad reproductiva
tanto en el hombre como en la mujer.

Para una fertilizacion exitosa se requiere que la membrana plasmatica
del espermatozoide se encuentre integra y funcional". Dentro de las
funciones de la membrana celular se encuentra el metabolismo celular para
mantener la motilidad espermatica, durante el proceso de capacitacion,
reaccion acrosémica y durante la interaccion con el gameto femenino".

Durante las fases tempranas del dafio en la integridad de la membrana
del espermatozoide ocurre una perdida en la simetria en los fosfolipidos de
membrana secundario a la translocacion de la fosfatidilserina de la capa
interna a la externa’. Siendo este evento caracteristico del inicio de la
apoptosis celular".

Otra caracteristica importante durante la apoptosis es la fragmentacion
del ADN. Este proceso ocurre en la Ultimas etapas en la apoptosis y es
secundario a la activacion de las endonucleasas endogenas"".

En los dltimos afios, se ha mostrado un interés particular por descubrir
la participacion de la apoptosis durante la espermatogénesis, y se ha
observado que es un mecanismo importante en el desarrollo del
espermatozoide™,”. Ademas, se ha demostrado que las alteraciones en los
procesos apoptoticos se asocian con infertilidad masculina*,.

Existe una correlacion negativa y significativa entre la presencia de
apoptosis en espermatozoides maduros y la calidad del semen™'. Por lo tanto
se ha sugerido que la identificacion de marcadores apoptoticos, puede ser un
factor importante para la evaluacion de la calidad seminal®.



Velazquez-Magafia M. Cuerpos M540 y apoptosis

Resumen

Objetivo: Evaluar la presencia de los cuerpos M540 como marcadores de
falsa positividad de apoptosis, cuando se compara con indicadores de muerte
celular programada tardia en muestras seminales de pacientes infértiles y
controles.

Material y Métodos: Se evaluaron 22 sujetos, donde las muestras seminales
fueron recolectadas después de 3 a 5 dias de abstinencia sexual. Las
muestras se evaluaron de acuerdo a los criterios de la Organizacion Mundial
de la Salud (WHO, 1999). Se trabajo con muestras seminales sin procesar y
se evalud la presencia de anexina V, cuerpos apoptoticos M540, y la
fragmentacion de ADN por medio del método del TUNEL. Los marcadores
antes mencionados se identificaron utilizando anticuerpos especificos y
fueron analizados mediante citometria de flujo.

Resultados: La media de edad fue de 32.2+1.8 afios en el grupo control y de
31.4+2.5 afos en los pacientes infértiles. La expresion de los cuerpos M540
en el grupo control fue de 0.93+1.10% y en los pacientes infértiles fue de
0.25+0.18% P=0.10. La fragmentacion del ADN determinada con el método
de TUNEL empleando el IP para descartar los M540 en las muestras
seminales del grupo control fue de 16.3+11.1% (rango 4.3-35.2%) y en los
pacientes infértiles fue de 36.3t17.3% (rango 5-58.1%) P=0.01. La
contribucion de los cuerpos M540 en la aplicacion del método de TUNEL en
el grupo control (P=0.5) como en los infértiles no es significativa (P=0.7)

Conclusiones: Nuestro estudio piloto demostré que los cuerpos M540 no
afectan la determinacion de la fragmentacion espermatica en muestras
seminales a través del método de TUNEL acoplado al citometro de flujo.




Planteamiento del problema

Hasta hoy, todos los estudios en fragmentacion del ADN en los
espermatozoides en muestras seminales no procesadas, incluyen en su
analisis los cuerpos M540.

La evaluacion de los cuerpos M540 de manera simultdnea con
diferentes marcadores apoptoticos (tempranos y tardios) como anexina V 'y
fragmentacion de ADN por medio del método de TUNEL, nos permitira
evaluar el impacto de estos cuerpos como marcadores de falsa positividad de
apoptosis tardia en muestras seminales de pacientes infértiles.



Marco Tebrico

El semen humano es un fluido biolégico complejo en el cual estan
presentes diferentes tipos celulares, incluyendo células germinales en
diferentes grados de maduracion (ademas de los espermatozoides maduros)
y células sométicas'.

Durante la espermatogeénesis, la apoptosis afecta a cerca del 75% de
la poblacion de espermatozoides". Esta apoptosis selectiva de las células
germinales tempranas, evita su sobreproliferacion y elimina las formas
espermaticas anormales".

La presencia de células apoptéticas en el semen puede ser secundario
a una apoptosis fallida que refleja una alteracion en el mecanismo de
eliminacién durante la espermatogénesis” siendo esto caracteristico en
enfermedades sistémicas o testiculares’ y en pacientes con infertilidad"'.

Durante la apoptosis, el ADN cromosomico se fragmenta como
resultado de la ruptura entre los nucleosomas. La cromatina se condensa y
entonces el nicleo se rompe en pequefios fragmentos. Por Gltimo la célula se
encoge y se rompe en fragmentos rodeados por membrana denominados
cuerpos apoptoticos. Las células apoptoticas y estos fragmentos celulares
son reconocidos y fagocitados por macréfagos o células adyacentes”.

Dentro de los métodos de deteccion temprana de apoptosis se
encuentra la identificacion de la fosfatidilserina (FS), cuya molecula se
trasloca del interior al exterior de la membrana celular, indicando el inicio de
la apoptosis. La anexina V es una proteina que muestra afinidad por
fosfolipidos dependiente de calcio, como la FS. Asi pues, mediante la adicion
de anexina V se determina el comienzo del proceso apoptético”™,”. La unién
de anexina V a células apoptéticas se detecta a través de una tincion verde
fluorescente con isotiocianato de fluoresceina (FITC), sefial que se detecta
mediante citometria de flujo y microscopia de fluoresencia. Acoplado a esta
técnica, se adiciona el yoduro de propidio (IP) para una tincion roja que
diferencia las células necroticas de las viables con o sin translocacion de
fosfatidilserina.

Dentro de los eventos tardios y mas representativos de la casada
apoptética, es la activacion de las endonucleasas endégenas que generaran
fragmentacion de ADN vy por lo tanto, una multitud de grupos 3’hidroxilo. El
método de TUNEL identifica a las células apoptoticas marcando las
terminales 3"hidroxilo con nucleétidos de desoxiuridina trifosfato con algun
compuesto como fluoresceina (FITC-dUTP)*. La enzima terminal
dexosinucleotidil transferasa (TdT) cataliza la adicion independiente de
(FITC-dUTP) a las terminales 3’hidroxilo del ADN, por lo que en las células
apoptéticas un numero sustancial de estos sitos se encuentran disponibles
para su identificacion mediante citometria de flujo. Acoplado a esta técnica,
se adiciona el yoduro de propidio (IP) para una tincion roja que diferencia las
células nucleadas de las que no lo son.

Recientemente se han identificado en el semen humano, cuerpos de
forma redonda con diferentes tamafos y densidades a los cuales se les han
denominado cuerpos M540*, debido a que se tifien con el fluorocromo
merocianina 540. La merocianina 540 es un compuesto lipofilico, que es
sensible a los cambios en la arquitectura de la membrana tal y como ocurre



durante la apoptosis en células somaticas™, y en la capacitacién espermatica
de algunos mamiferos™, pero no del ser humano""™".

La membrana de los cuerpos M540 se caracteriza por tener un
empaquetamiento diferente al que normalmente presentas las células® y al
no tefiirse con IP sugiere que no tienen cromatina™”'.

Los cuerpos M540 se caracterizan por carecer 0 presentar en
pequefias cantidades ADN con intensiva fragmentacion (secundario a la
segmentacion del nlcleo y a la actividad de las nucleasas)”'.

Se ha identificado que expresan marcadores apoptoticos que ocurren
durante la apoptosis testicular tales como actividad de caspasas, receptor
Fas, p53, Bcl-x", fragmentacion del ADN y también presentan
ubiquitinizaciéon™. La actividad de caspasas se ha detectado en gran
porcentaje de los cuerpos M540, mientras que los otros marcadores
apoptoticos se presentan tan solo en una fracciéon de ellos. Este hallazgo
parace indicar, que la actividad de las caspasas es el paso final del proceso
en el cual todas las diferentes sefializaciones de las vias apoptéticas
convergen.

Su origen no ha sido bien definido, pero se ha propuesto que podieran
ser remanentes citoplasmaticos desprendidos del esperma. Sin embargo, los
cuerpos apoptoticos también podrian derivar de otros tipos celulares que se
encuentran en apoptosis en el tracto genital masculino, tales como células del
epididimo o de los conductos eyaculadores™.

Recientemente se ha descrito que la expresion de los cuerpos M540
se encuentra incrementada en pacientes con alteraciones seminales™”'.

Bajo esta visidn, los niveles altos de los cuerpos apoptoticos
encontrados en el semen de pacientes podrian indicar la apoptosis excesiva
o desregulada en el compartimiento genital masculino, particularmente a nivel
testicular.




Objetivos

Objetivo General:

Definir la aportacion de los cuerpos M540 como marcadores de falsa
positividad de apoptosis en poblaciones espermaticas de pacientes infértiles
al compararlos con el marcador especifico de muerte celular tardia.

Objetivos Especificos:

Identificar el numero de células positivas para marcadores apoptoticos
tempranos empleando anexina V y marcadores tardios identificando la
fragmentacion del ADN por medio del método de TUNEL en muestras
seminales sin procesar de pacientes con fertilidad probada.

Identificar el numero de cuerpos M540 en muestras seminales sin
procesar de pacientes con fertilidad probada.

Comparar si la presencia de los cuerpos M540 pudieran influir como
marcadores de falsa positividad en muestras seminales sin procesar que
previamente han sido valoradas con el marcador tardio de muerte celular
programada.



Hipotesis:

La expresion de cuerpos M540 pueden alterar la determinacion del
marcador apoptotico tardio en muestras seminales sin procesar de pacientes
infértiles.



Justificacién

Los procesos de muerte celular programada en los gametos han
estado relacionados directamente con la capacidad reproductiva en el ser
humanao.

Se han descrito la presencia de cuerpos de forma redonda con
diferentes tamafos y densidades a los cuales se les han denominado
cuerpos M540 que pueden actuar como marcadores de falsa positividad en la
busqueda intencionada de indicadores apoptéticos relacionados con la
funcionalidad espermatica.

De tal forma que el objetivo de este estudio es cuantificar la aportacion
de estos cuerpos M540 en la estimacién de los procesos de muerte celular
programada en espermatozoides de pacientes masculinos infértiles.



Materiales y Métodos

a. Tipo de estudio
Observacional, transversal, descriptivo.

b. Poblacion de estudio y disefio

Universo: Varones fértiles con paternidad comprobada que acuden al servicio
de Infertilidad y varones infértiles que acuden al servicio de Andrologia del
Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes.

c. Tamano de la Muestra:

El nimero de pacientes requeridos se calculard mediante los primeros
resultados obtenidos debido a que no existe ningun estudio previo que
analice mediante la misma técnica los distintos marcadores apoptéticos que
se evaluaran en este proyecto.

d. Criterios de Inclusion y Exclusion:
Inclusion:
» Pacientes donadores que autoricen su participacion y firmen el
consentimiento informado.
* Los pacientes deben demostrar embarazo de la pareja en un periodo
menor a un afio.
» Espermocultivo negativo
« Muestra seminal con cuenta leucocitaria menor a 1x 10° /ml.

Exclusién:
» Pacientes con trastornos eyaculatorios.
» Pacientes con eyaculacion retrograda.
» Pacientes con menos de 3 dias y mas de 6 dias de abstinencia sexual.
» Pacientes que se encuentran con medicacion sistémica.
» Pacientes con enfermedad sistémica.
» Pacientes con toxicomanias.

e. Descripcion del estudio

Unidades de Observacion: Motilidad, morfologia y concentracion
esperméticas. Células positivas para marcador apoptético temprano (anexina
V) y tardio (fragmentacion del ADN por medio del método de TUNEL).
Identificacion de cuerpos M540.

Evaluacion de movilidad, concentracion y morfologia espermatica.

Los pacientes colectaron una muestra de semen en un contenedor
estéril por masturbacion después de 3 a 5 dias de abstinencia sexual. Se
evaluaron la concentracion espermatica, la motilidad y morfologia en la
muestras'.

Después de licuefaccion (30-45 minutos), 5 ml de cada muestra se
colocaron en una camara de Makler (Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel) y
se leyeron bajo el microscopio de luz para motilidad y concentracion
espermatica.



La morfologia se evalué de acuerdo a los criterios estrictos de Kruger".
Para ello, cada muestra (10ml) se extendié en un portaobjetos y se dejo
secar por 20 minutos después de la tincion Diff-Quick (Baxter Dade
Diagnostics, Dubingen, Switzerland), leyendo un promedio de 100
espermatozoides por extendido bajo microscopia de luz en objetivo de
inmersién 100X.

Una vez clasificadas las muestras de acuerdo a los criterios de la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 1999) las muestras de semen se
lavaron en dos ocasiones empleando medio HTF (fluido tubarico humano,
Irvine Scientific, Santa Ana, CA) adicionado con 10% de suplemento sérico y
posteriormente se fijaron con paraformaldehido (200 pL, 4% PBS pH 7.4) por
30 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente las muestras fueron analizadas independientemente
para la determinacion de los cuerpos M540, anexina V y fragmentacion del
ADN a través del método de TUNEL en la siguiente media hora.

Evaluaciéon de externalizacién de fosfatidilserina con anexina-V:

La anexina V es una proteina con afinidad por fosfolipidos,
dependiente de calcio y con una alta afinidad por la fosfatidilserina (FS), la
cual refleja eventos apoptéticos tempranos. La unién de anexina V-FITC a
células apoptéticas tipicamente muestra una tincion verde fluorescente. El
yoduro de propidio (tincion roja) se agrega para diferenciar células viables de
las necréticas, permitiendo diferenciar las células con translocacion de
fosfatidilserina que estan muertas y después aquellas vivas con y sin
translocacion de fosfatidilserina.

Después de la separacion, se lavaron 1x10° células de cada muestra
en PBS (buffer de solucion salina fosfatada) y se centrifugaron las muestras
a 200 x g por 5 minutos.

Las muestras fueron resuspendidas en 100 pl de una solucién que
contenia anexina-V marcada con fluoresceina ademas de IP (la solucién se
preparo prediluyendo 20y de anexina-V-fluoresceina en 1 ml del buffer de
incubacion adicionando 20y de la solucion de IP) y se incubo por 10-15
minutos a una temperatura de 15-25 °C.

Finalmente, las muestras fueron analizadas por citometria de flujo en
0.5 ml de un buffer de incubacion. En el citometro de flujo, las muestras se
analizaron a 488nm con un filtro de 515nm para la deteccion de anexina-V.

Evaluacion de la fragmentacion del ADN mediante el método de TUNEL:

Para realizar el método de TUNEL se requirieron de dos etapas
(fijacidn y tincién) empleando el kit APO-DIRECT.
Fijacién: Se comienza el procedimiento al resuspender las células en PBS-
paraformaldehido 1% a una concentracion de 1-2 x 10° células/ml y
colocando la suspension celular en hielo por 60 min. Después, se
centrifugaron las células durante 5 min. a 300 x g y se desecho el
sobrenadante. A continuacion, se lavaron las células en 5 ml. de PBS y se
centrifugaron para obtener el paquete celular (este paso se realiz6 en dos
ocasiones). Posteriormente se resuspendié el paquete celular en el PBS
residual mediante agitacion moderada en vortex. Se ajusto la concentracion



celular a 1-2 x 10° células/ml. en etanol al 70% (v/v) frio y se mantendra por
un minimo de 30 min. Finalmente, se almacenaron las células en etanol al
70% (v/v) a -20°C hasta su uso.

Tincion y Andlisis. Se tomo la alicuota de la suspension a estudiar (aprox. 1 x
10° células/1 ml) y se colocaron en tubos de 12 x 75 mm para citometria de
flujo. Se centrifugaron a 300 x g por 5 min. y se removié el etanol al 70%
(V/V) por aspiracion sin alterar el paquete celular. Se resuspendié cada tubo
de células control con 1 ml del buffer de lavado (6548AZ), se centrifugo a 300
X g por 5 min. y se removié el sobrenadante. Se repitié el tratamiento de
lavado y después, se resuspendio cada paquete celular control con 50 ul de
la solucion de tincidn (contenia el buffer de reaccién para la enzima TdT, la
enzima TdT, fluoresceina conjugada con dUTP [6549AZ, 6554EZ, 6555EZ] y
agua destilada). Posteriormente, se incubo las células en la solucion de
tincion por 60-120 min. a 37°C y al finalizar el periodo de incubacion se
afiadio 1 ml. del buffer de enjuague (0.05% Acida de Sodio 6550AZ) a cada
tubo, se centrifugo a 300 x g por 5 min. y se removio el sobrenadante por
aspiracion (en dos ocasiones). A continuacion, se resuspendié el paguete
celular en 0.5 ml del buffer de tincion con yoduro de propidio/RNasa (6551AZ)
y se incubo las células en la oscuridad por 60-120 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente, se analizaron las células en la solucion de yoduro de
propidio/RNasa por citometria de flujo después de 3 horas de concluir con la
tincion.

Evaluacion de los cuerpos M540:

Se realizo la tinciébn con merocianina 540 por duplicado 13.5mcM vy IP
(25nM) en 500 mcL de HTF modificado que contiene 1mg/dl de PVP.
Después las muestras se fijaron en paraformaldehido ( PF, 200 mcl, 4% en
PBS pH 7.4), por 30 minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron
analizadas por FACS (fluorescence-activated cell sorter). La fluorescencia
correspondiente para IP (verde) y M540 (roja) se revelara empleando
respectivamente el detector FL-1 (banda de longitud de onda 515-555nm) y
FL-2 (banda de longitud de onda 563-607nm) del citdmetro de flujo.

f. Variables del Estudio:
Independientes:
» Fertilidad.
Dependientes:
* Marcadores apoptaticos.
» Concentracion, movilidad y morfologia.
e Cuerpos M540.7

g. Recoleccién de Datos

Se obtendran los datos mediante citometria de flujo y se reportaran los
porcentajes de células positivas para el método anexina V y fragmentacion
del ADN mediante método de TUNEL. De igual forma, se reportaran los
porcentajes de cuerpos M540.



h. Prueba Piloto
Con muestras seminales se realizaron pruebas para estandarizar el
citometro de flujo y posteriormente se analizaron los resultados obtenidos.

i. Analisis estadistico

De acuerdo los resultados obtenidos en el citometro de flujo y al
evaluar su distribucion se emplearon pruebas no paramétricas (Mann-
Whitney).

Se emplearon estadisticas descriptivas para caracterizar el total de la
muestra en pacientes fértiles e infértiles.

Se considero un nivel de significancia estadistica con un valor de P de
<0.05.

Se empleo para el andlisis estadistico el programa SPSS versién 12
para Windows (SPSS Inc., Chicago, III)

j. Aspectos Eticos

Los pacientes que formaron parte del protocolo de investigacion
firmaron un consentimiento informado y autorizaron su participacién en el
estudio. Los participantes recibieron asesoria. La participacion de los
voluntarios fue confidencial en todo momento.

' World Health Organization. WHO laboratory manual for the examination of
human semen ans sperm-cervical mucus interactions, 4th Edition. Cambridge
University Press, Cambridge, UK.

" Kruger et al., Abnormal sperm morphology and IVF, Fertil Steril 1988;
49(1):111-117



Resultados

Se obtuvieron 22 muestras las cuales se clasificaron de acuerdo a los
parametros descritos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1999).
Once pacientes se encontraban dentro de los parametros normales y los
restantes presentaban las siguientes alteraciones: oligoteratozoospermia
(n=1), oligoastenoteratozoospermia (n=2), astenoteratozoospermia (n=4),
teratozoospermia (n=4).

La media de edad (xDE) fue de 32.2+1.8 afos en los pacientes
infértiles y de 31.4+2.5 afios en los pacientes infértiles.

La media de la determinacién de la apoptosis temprana a través del
namero de células positivas para anexina V en el grupo control fue de
29.9+10.7% (rango 0.8-26.7%) y en los pacientes infértiles fue de
31.2+17.4% (rango 3-56.4%) P=0.01. Figura 1

La expresion de los cuerpos M540 en el grupo control fue de
0.93£1.10% (rango 0-2.9%) y en los pacientes infértiles fue de 0.25+0.18%
(rango 0-0.6%) P=0.10. Figura 1

La fragmentacion del ADN determinada con el método de TUNEL en
las muestras seminales en el grupo control fue de 17.2+10.4% (rango 4.4-
35.5%) y en los pacientes infértiles fue de 36.5£17.3% (rango 5.6-58.4%)
P=0.01. Figura 2

La fragmentacion del ADN determinada con el método de TUNEL
empleando el IP para descartar los M540 en las muestras seminales del
grupo control fue de 16.3+11.1% (rango 4.3-35.2%) y en los pacientes
infértiles fue de 36.3+17.3% (rango 5-58.1%) P=0.01. Figura 2

La contribucién de los cuerpos M540 en la aplicacion del método de
TUNEL en el grupo control (P=0.5) como en los infértiles no es significativa
(P=0.7)



Discusioén

La prueba de TUNEL se emplea con mucha frecuencia para evaluar la
fragmentacion de ADN en los espermas. Una de sus principales ventajas es
gue también puede acoplarse al citbmetro de flujo y de esta forma evaluar de
forma rapida y objetiva una gran cantidad de eventos. Sin embargo la
capacidad del citbmetro de flujo esta en funcién de la definicién correcta de la
poblacion en interés. En estudios previos se ha demostrado que no es
suficiente y preciso descartar detritos u otras células de mayor tamafio para
evaluar la fragmentacién del ADN en las muestras seminales.

En el presente estudio piloto empleamos una doble tincion
(TUNEL+IP) para poder identificar a los cuerpos M540 de los
espermatozoides y de esta forma evaluar su impacto al emplear marcadores
de apoptosis tardia encontrando que no habia diferencias significativas en los
porcentajes de las células positivas para TUNEL y las células positivas para
TUNEL+IP contrario a lo reportado por Muratori y colaboradores.

De acuerdo con lo antes descrito la cantidad de células positivas para
los marcadores de apoptosis temprana (anexina V) y tardia (fragmentacién
de ADN) muestran diferencias significativas al comparar las muestras
seminales con los controles.

Aun no se ha definido el origen de la fragmentacion ADN en los
espermatozoides, pero se ha propuesto que se deba a una falla en la
conclusién de la apoptosis en las células germinales', alteracién en el
empaguetamiento de la cromatina espermatica durante la espermiogénesis’ o
secundario al estrés oxidativo.

Algunos autores (Lewis, 2007; Erenpreiss y colaboradores, 2006) han
propuesto la determinacion de la fragmentacion del ADN como un parametro
adecuado para determinar el futuro reproductivo en paciente que ya han sido
valorados previamente con una espermatobioscopia directa (OMS, 1999)"",

Otros estudios que emplearon técnicas similares a la nuestra (TUNEL
acoplado al citometro de flujo en muestras seminales sin procesar) han
reportado datos discrepantes, Varum y colaboradores’ encontraron una
asociacion negativa entre la calidad del semen y el porcentaje de células
positivas para TUNEL, mientras que Sepaniak y colaboradores” encontraron
gue el grado en la fragmentacion del ADN en los espermatozoides no
correlacionaba con los parametros seminales, mientras que Oosterhuis y
colaboradores"" solo lo correlacionaron con la concentracién espermatica.

El resultado de lo estudios enfocados en establecer si existe relacion
entre la fragmentacion del ADN y los resultados en las técnicas de
reproduccion asistida no son concluyentes. El hecho es que aun no sabemos
si la cantidad de la fragmentacién del ADN tenga impacto en la fertilizacion,
desarrollo embrionario y las tasas de embarazo.




Conclusiones

En conclusién nuestro estudio piloto demostré que los cuerpos M540
no afectan la determinaciébn de fragmentacion espermatica en muestras
seminales sin procesar evaluadas a través del método de TUNEL acoplado al
citometro de flujo en pacientes infértiles.



Anexos

Figura 1

Figura 2



INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA ISIDRO ESPINOSA DE LOS REYES (INPerlER)

SUBDIRECCION DE MEDICINA REPRODUCTIVA, DIRECCION DE
INVESTIGACION
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO DE INVESTIGACION: “Impacto de los cuerpos M540 en
poblaciones espermaticas evaluadas con marcadores de
apoptosis temprana y tardia en pacientes infértiles”.

Responsable: Dr. Gerardo Barroso Villa Subdirector de Medicina Reproductiva,
Instituto Nacional de Perinatologia, Teléfono 55209900 ext 239.

Invitacién de Participacion:

Se le invita a participar en un estudio de investigacion realizado por el INPer.

PROPOSITO: El propésito de este estudio es analizar en la muestra seminal de los
espermatozoides la presencia de marcadores de apoptosis. Durante esta
investigacion requeriremos la donacién de una muestra seminal que nos permita
identificar la calidad de la misma y contar con datos que eventualmente podrian
ayudar al diagndstico oportuno de infertilidad.

METODOLOGIA: Si usted esta de acuerdo en participar en este estudio, se le
pedirdA una muestra seminal. Este estudio es solicitado regularmente por los
especialistas de Biologia de la Reproduccién. Este estudio se realiza en forma
cotidiana en el protocolo de toda pareja infértil que esta buscando embarazo.
RIESGOS: La obtencién de la muestra seminal es de uso rutinario en las
instituciones como el INPer IER y no representa riesgo alguno para el hombre ni su
capacidad de fertilidad.

BENEFICIOS: No existe beneficio directo para usted, pero su participacion podra
dar resultados favorables a otros pacientes vistos en el futuro en nuestra institucion.
COSTOS FINANCIEROS: Todos los estudios mencionados arriba se haran sin
costo alguno para usted y seran utilizados por su médico tratante para orientar su
manejo en el Instituto y en su caso, para el seguimiento normal del manejo de la
pareja infértil. Independientemente de que decida o no participar en el estudio, usted
debera cubrir el resto de los procedimientos relacionados con el programa de
estudio de la pareja infértii en el INPer IER, como cualquier otro paciente
perteneciente al instituto.

ALTERNATIVAS: Si usted decide no participar en el estudio, su atencién médica no
se vera afectada de ninguna manera.

COMPENSACION: Si usted decide participar en el estudio, le notificamos que no
existira ningun tipo de compensacién extra por su participacion
CONFIDENCIALIDAD: Se intentara mantener toda la informacién obtenida en este
estudio estrictamente confidencial, excepto la requerida por la ley. Una vez
publicados los resultados del estudio, su hombre no sera mencionado.
INFORMACION ADICIONAL: Cualquier informacién que se identifique durante el
estudio y que perjudique su bienestar, le serd informado de inmediato.

ABANDONO DEL ESTUDIO: Su participacion en el estudio es totalmente voluntaria
y €s muy importante que sepa que podra negarse a participar, sin que esto afecte su
atencion médica presente o futura en el INPer.

LESIONES / COMPLICACIONES: Este tipo de estudio no se ha relacionado con la
presencia de lesiones o complicaciones por la forma en que se lleva a cabo.
DERECHOS DEL SUJETO: Si usted requiere obtener mayor informacién acerca de
sus derechos como sujeto de investigacion, puede al médico responsable a los
teléfonos que aparecen en la primera pagina. Tenga en cuenta que usted tiene la



oportunidad de hacer cualquier pregunta relacionada con el estudio y que ésta le
sea contestada a su entera satisfaccion.

DESTINO DE LAS MUESTRAS: Las muestras analizadas serdn desechadas a los
recipientes biolégicos y no seran utilizadas para ningun otro fin que no sea el de la
investigacion del protocolo en cuestion.

CONCLUSIONES: 1) Usted ha leido y entendido la presente forma de
consentimiento informado. 2) Usted esta de acuerdo en participar en este estudio de
investigacion. 3) Al firmar usted recibird una copia de esta carta.

*Nota: Los testigos no deben tener ninguna relaciébn con el paciente y deben
informar y reportar sus datos generales al momento de firmar.

Nombre y firma de la paciente / fecha / hora.

Testigo 1*

Nombre y Firma/fecha/hora
Direccion
Testigo 2*

Nombre y Firma/fecha/hora
Direccion

Nombre y firma de la persona que obtiene el consentimiento / fecha / hora
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