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1. RESUMEN

Introduccion
Es conocida la importancia de la apoptosis durante la espermatogénesis, sin embargo su

significancia biologica en el esperma eyaculado no esta clara y no se conoce el comportamiento de
los marcadores de apoptosis en relacién a la edad del sujeto.

Objetivo
Evaluar la presencia de indicadores apoptéticos en espermatozoides provenientes de sujetos

fértiles en diferentes décadas de la vida.

Metodologia
Se realizd un estudio prospectivo, transversal, analitico; incluyéndose muestras seminales de 25

sujetos sanos de 20 a 70 afos de edad, agrupados por décadas, los parametros seminales se
analizaran de acuerdo a los parametros de la OMS (1999), acotandose mediante los lineamientos
de Tygerberg. Los procesos de transformacion biomolecular de membrana y la expresién por
oligonucleosomas en la cascada terminal de apoptosis seran cuantificados por medio de citometria
de flujo utilizandose lasser de argdn como fuente de lectura a 480nm, discriminando los grados de

celularidad tanto negativa como positiva para cada uno de los indicadores.

Resultados
El porcentaje de células vivas con traslocacion de fosfatidil serina a nivel membrana (Anexina-V'/PI")

fue significativamente superior conforme se incrementa la edad del sujeto (ANOVA, P=.01). Estos
hallazgos se enriquecen con la obtencién de una correlacion positiva y significativa (r= 0.50, P<
0.008), entre el biomarcador temprano y la edad de los sujetos. Respecto a la fragmentacién del
ADN a pesar de no encontrarse diferencias estadisticamente significativas, se observé una
tendencia clara en el aumento de esta en los grupos mayor edad (r=0.51).

Conclusiones

El incremento en la edad del hombre se asocia con un aumento en la expresion de marcadores de
apoptosis, lo cual queda evidenciado por una mayor expresién de la traslocacién de fosfatidil serina
a nivel membranal. De igual forma este estudio confirma que la edad del sujeto se asocia con un
declive en la concentracion y movilidad espermatica.

Palabras clave: espermatozoide, semen, apoptosis, anexina V, TUNEL, fragmentacion del

ADN.



2. ABSTRACT

Objective

To evaluate the impact of age on the expression of apoptotic biomarkers in human spermatozoa.
Design

Cross-sectional, prospective study.

Materials and methods

Healthy volunteers with proven fertility (n=25), stratified by age (range: 20 to 70 years). Were
subjected to examination of basic semen parameters, and assessment of early (plasma membrane
translocation of phosphatidylserine [PS]) and late (DNA fragmentation) sperm apoptotic markers by
flow cytometry (using Annexin-V binding and Terminal-deoxynucleotidyl-transferase mediated
deoxyuridine triphosphate fluorescence nick end labeling, TUNEL, respectively). Main outcome

measure: expression of apoptotic markers.

Results

The percentage of live sperm cells with plasma membrane translocation of PS (Annexin-V+/Pl+)
were significantly higher with advancing age (ANOVA, P= .01). This significant association was
further supported by a significant and positive correlation among these two parameters (r= 0.50, P<
0.008). Although not significant, there was a clear trend for increased DNA fragmentation in the

older groups (r=0.51).

Conclusions

Advancing male age is associated with the expression of early apoptotic markers as evidenced by
significantly increased plasma membrane translocation of PS, as well as with a more subtle
proportion of sperm carrying DNA fragmentation. This study confirmed that male age is also

associated with a decline in sperm concentration and motility.



3. MARCO TEORICO.

Los procesos de muerte celular programada 6 apoptosis, se caracterizan por una serie de cambios
morfoldgicos y bioquimicos que resultan en la degradaciéon celular sin la presencia de una
respuesta inflamatoria."? Al igual que en otros procesos tanto fisiologicos como patolégicos los
procesos reproductivos no son ajenos a estas vias de activacion, lo cual repercutira en la

capacidad reproductiva de hombres y mujeres.

En los ultimos afios, se ha mostrado un interés en la participacion de estos procesos apoptoticos
durante la espermatogénesis y en el desarrollo espermatico tardio lo cual repercutira en la
capacidad reproductiva final.>** Por otro lado, se ha demostrado que las alteraciones en los
procesos apoptoticos se asocian con infertilidad masculina, con una elevada frecuencia de
apoptosis en células germinales de tejido testicular en pacientes con azoospermia u

oligozoospermia severa.”®

También se ha estudiado su participacion en el espermatozoide maduro y por tanto, en la calidad
del semen eyaculado7, correlacionandose la activacién de mecanismos apoptéticos con la calidad
del semen®, lo que sugiere que, la identificacion de marcadores apoptéticos, puede ser un factor

importante para la evaluacion de la calidad seminal.

Para evaluar la expresion de apoptosis en el espermatozoide existen diferentes técnicas,
clasificdndose en aquellas que detectan el proceso apoptotico en etapas tempranas y aquellos que
lo detectan en etapas tardias. Dentro de los métodos de deteccion temprana de apoptosis se
encuentra la identificacion de la fosfatidilserina (FS) en la capa externa de la membrana celular
mediante la adicion de anexina V, que es una proteina que muestra afinidad por fosfolipidos
dependiente de calcio, con alta afinidad por la FS, de modo tal que, esta proteina nos indica el
comienzo del proceso apoptético.*'® La unién de anexina V a células apoptéticas puede detectarse
por una tincion verde fluorescente con isotiocianato de fluoresceina (FITC) que puede detectarse
mediante citometria de flujo y microscopia de fluorescente. Acoplado a esta técnica, se adiciona el
yoduro de propidio (IP) para una tincién roja que diferencia las células necréticas de las viables con

o sin translocacion de fosfatidilserina.

Otra forma de detectar el proceso de apoptosis en etapas tempranas es mediante la deteccion de
proteasas especificas de cisteina-aspartato ¢ también llamadas caspasas''. Las caspasas
participan como transductores y efectores tempranos en las diferentes vias apoptoticas en células

somaticas ', por lo que su deteccién mediante anticuerpos monoclonales, indica el comienzo del



proceso de muerte celular programada en forma muy inicial. Las caspasas desempefian un papel
crucial en la transduccién de sefnales intracelulares en las células que son destinadas a la muerte
programada'® y su activacién ocurre por protedlisis y/o el resultado de la accién de otras
proteinas.'* La unién de Fas- ligando en la membrana celular y un incremento de Bax/Bcl2 en la
membrana mitocondrial dan inicio a la activacién de las caspasas 8 y 9 respectivamente.’® Una vez
activadas estas caspasas la sefial se transduce a las caspasas efectoras, incluyendo las caspasas
3,6y 7."® Estas enzimas causan degradacion de los sustratos celulares, incluyendo las proteinas
estructurales citoplasmaticas como actina y citoqueratinas y/o proteinas nucleares como poli (ADP
ribosa) polimerasas (PARP) y laminasas.'®"® Al parecer, la caspasa 3 produce la activacién de una
dexosirribonucleasa (CAD, también llamada Factor-40 de fragmentacion de ADN o nucleasa
activada por caspasa), la cual, se encuentra involucrada en la fragmentacién del ADN.?** Por lo
anterior, la determinacion de la caspasa 3, mediante anticuerpos monoclonales especificos permite

detectar la activacion de la apoptosis.

Uno de los eventos tardios y mas representativos de la cascada apoptética, es la activacion de
endonucleasas enddgenas que generan fragmentacion en el ADN y por lo tanto, la liberaciéon de
grupos hidroxilo 3’. Esta propiedad es utilizada por el método ya conocido de TUNEL para
identificar células apoptdticas al marcar las terminales 3 hidroxilo con nucleétidos de desoxiuridina
trifosfato con algin compuesto como fluoresceina (FITC-dUTP).® La enzima terminal
dexosinucleotidil transferasa (TdT) cataliza la adicién independiente de (FITC-dUTP) a las
terminales 3’hidroxil del ADN, por lo que en células apoptéticas un numero sustancial de estos
sitos se encuentran disponibles para su identificacion mediante el método de TUNEL.

En la estimulacién de la cascada apoptdtica en el espermatozoide maduro, se han asociado
diferentes factores, entre los que se encuentran: la radiacion, tabaquism024, hipertermia testicular®™

% quimioterapia, radioterapia®” %, inflamacién del tracto genital®® y criopreservacion®**' seminal.
Sin embargo, es poco lo que se conoce de la edad como un factor relacionado con el aumento en

el nimero de células apoptéticas dentro del eyaculado.*

Respecto a los parametros seminales, se ha observado que conforme la edad del hombre aumenta
se encuentra una disminucion significativa en la movilidad, morfologia, concentraciéon y volumen.
Por otra parte, en lo que concierne a la busqueda de la relacion de marcadores apoptéticos con la
edad, pocos han sido los estudios que se han realizado y algunos autores concluyen que esta
disminuye conforme la edad. ** Ademas, ninguno de ellos evaltia diferentes marcadores en el
mismo estudio y no relacionan el nivel sérico de las diferentes hormonas relacionadas con los

procesos apoptoticos.



Por lo anterior, consideramos necesario realizar un estudio que con el uso de citometria de flujo
cuantifique la presencia de estos marcadores bioldgicos relacionados con apoptosis para definir el

impacto de estos en el esquema reproductivo.

De este modo se pretende correlacionar los niveles de apoptosis con la edad y determinar si existe

relacion de las hormonas a evaluar con el envejecimiento de los hombres.

El efecto deletéreo del gameto masculino ha mostrado un impacto substancial en los procesos

reproductivos y se ha relacionado hasta en un 50% de los casos con infertilidad.

De tal manera que, esto expresara alteraciones en la funcién espermatica, génica y en la
expresion de aneuploidias durante los procesos de fertilizacién. Por otro lado, existe un impacto
directo en la formacién y desarrollo de prontcleos y la participacién del aparato mitético con
consecuencias a corto y mediano plazo en el desarrollo embrionario®.

A pesar de la evaluacion de criterios morfologicos y de funcionalidad en los parametros seminales
(OMS, 1999) existe una variabilidad acentuada en la expresion de estos resultados que no
necesariamente se relacionan con las condiciones reproductivas en el individuo, y es poco
conocido el efecto de la edad sobre estos parametros seminales, por este motivo, es necesario
investigar si existe un efecto deletéreo en la transmision de enfermedades génicas y cromosdmicas
relacionadas con el dafio progresivo del espermatozoide dado a través del tiempo y cuantificarlo

por medio de marcadores apoptéticos de membrana y nucleares®.

En los ultimos anos diferentes investigadores han reportado decremento en los parametros
seminales de sujetos de edad avanzada. La presencia de apoptosis en espermatozoides maduros
recientemente ha sido descubierta y se ha relacionado en mayor medida con pacientes infértiles.
Sin embargo, su relacién con la edad no ha sido descrita con exactitud ademas de que existe
controversia en cuanto a los resultados observados. Por ello, consideramos necesario realizar un
estudio en el cual se analizara mediante métodos mas exactos la relacion del la edad del hombre
con la calidad seminal por medio del estudio apoptotico de los espermatozoides maduros.



4. OBIJETIVOS.

Objetivo general

Describir el comportamiento de dos marcadores biomoleculares de apoptosis en el
espermatozoide, por efecto de la edad.

Objetivos especificos

e Comparar los pardmetros seminales (concentracion, movilidad y morfologia) con la
edad en pacientes sanos con fertilidad comprobada.

e Comparar las determinaciones de dos marcadores de apoptosis en el espermatozoide
de sujetos de diferentes edades.

5. HIPOTESIS DE INVESTIGACION

¢,El semen de pacientes sanos con fertilidad comprobada muestra una mayor cantidad de
marcadores apoptoticos conforme la edad avanza?

6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

El efecto deletéreo del gameto masculino ha mostrado un impacto substancial en los procesos
reproductivos y se ha relacionado hasta en un 50% de los casos con infertilidad.

De tal manera que, esto expresara alteraciones en la funcién espermatica, génica y en la

expresion de aneuploidias durante los procesos de fertilizacion.

Por otro lado, existe un impacto directo en la formacion y desarrollo de pronucleos y la participacion
del aparato mitético con consecuencias a corto y mediano plazo en el desarrollo embrionario.



A pesar de la evaluacion de criterios morfologicos y de funcionalidad en los parametros seminales
(OMS, 1999) existe una variabilidad acentuada en la expresion de estos resultados que no
necesariamente se relacionan con las condiciones reproductivas en el individuo, y es poco
conocido el efecto de la edad sobre estos parametros seminales, por este motivo, es necesario
investigar si existe un efecto deletéreo en la transmisién de enfermedades génicas y cromosémicas
relacionadas con el dafo progresivo del espermatozoide dado a través del tiempo y cuantificarlo
por medio de marcadores apoptéticos de membrana y nucleares.

En los ultimos afos diferentes investigadores han reportado decremento en los parametros
seminales de sujetos de edad avanzada. La presencia de apoptosis en espermatozoides maduros
recientemente ha sido descubierta y se ha relacionado en mayor medida con pacientes infértiles.
Sin embargo, su relacién con la edad no ha sido descrita con exactitud ademas de que existe
controversia en cuanto a los resultados observados. Por ello, consideramos necesario realizar un
estudio que analizara mediante métodos mas exactos la relacién del la edad del hombre con la
calidad seminal por medio del estudio apoptético de los espermatozoides maduros.

JUSTIFICACION

La disminucién y retardo en la funcién espermatica relacionados con la edad es un campo de

estudio poco explorado.

La fluctuacion de las constantes de concentracion, movilidad y morfologia también se ven
afectadas por diversas condiciones; que modularan ciclicamente la expresion de los parametros
mencionados. Por otra parte, en cuanto a la blusqueda de la relacion de marcadores apoptoéticos
con la edad, pocos han sido los estudios que se han realizado, y existe controversia en cuanto a su
comportamiento conforme avanza la edad; ademas, ninguno de ellos evalta diferentes marcadores

en el mismo estudio.

Por lo anterior, consideramos necesario realizar un estudio que analice mediante citometria de flujo
dos marcadores apoptéticos al mismo tiempo, ya que esta técnica posee una mayor sensibilidad y

especificidad al valorar apoptosis en las células.

De este modo se pretende evaluar las caracteristicas funcionales del andlisis seminal en sujetos de
diferentes décadas de la vida y su relacion con el grado de apoptosis expresado al momento de su

determinacion.



7. METODO DE MUESTREO Y ANALISIS DE LA MUESTRA.

Tipo de investigacion

Observacional.

Tipo de disefo y caracteristica

Estudio transversal, analitico.

Pregunta de investigacion

¢ El semen de pacientes sanos con fertilidad comprobada muestra mayor cantidad de marcadores
apoptéticos conforme la edad avanza?

Lugar y duracion

Instituto Nacional de Perinatologia, inicio en marzo del 2009 a marzo del 2010.

Universo, unidades de observacion, métodos de muestreo y tamaiio de la
muestra

Universo

Varones sanos con fertilidad comprobada que acudan como voluntarios al servicio de

Reproduccion Asistida del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes.
Unidades de Observacion:

Marcadores Apoptoticos de varones sanos con fertilidad comprobada.



Tamaio de la Muestra

Se incluiran 5 sujetos, voluntarios, por cada década de la vida, a partir de los 20 afios de edad y se
pretende recabar un total de 25 sujetos debido a que es un estudio piloto y a que no existe ningun
estudio previo que analice mediante la misma técnica los distintos marcadores apoptéticos
correlacionandolos con la edad de los pacientes.

Criterios de inclusion y exclusién

Inclusion:

. Pacientes mayores de 20 afos y menores de 70 afos de edad, que acepten participar en
el estudio.

. Fertilidad probada.

. Espermocultivo negativo.

. Muestra seminal con cuenta leucocitaria menor a 1x 10° /ml.
Exclusion:

. Pacientes con trastornos eyaculatorios.

. Pacientes con eyaculacion retrégrada.

. Pacientes con menos de 3 dias y méas de 6 dias de abstinencia sexual.
. Pacientes que se encuentran con medicacion sistémica.

. Pacientes con enfermedad sistémica.



Variables del estudio

Independientes:

. Décadas de la vida.
Dependientes:

. Marcadores apoptéticos:

Tempranos (ldentificacion de la fosfatidilserina (FS) en la capa externa de la membrana celular,

mediante la adicién de anexina V).
Tardios (Fragmentacion de ADN, por medio del método TUNEL).

. Parametros seminales: Movilidad, concentracién y morfologia espermatica.

La metodologia para la determinacién de cada una de las variables anteriores se describe en el
ANEXO 1.
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8. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realiz6 mediante el programa SPSS version 17; para la descripcion de las
variables cuantitativas se utilizaron medidas de tendencia central, la comparacion de los grupos se
realizd mediante prueba de la T de Studenty Kruskar Wallis segun fuera apropiado. De igual forma
se utilizé prueba de ANOVA. Las correlaciones se determinaron mediante rho de Spearman y
regresiones logisticas simples.

9. ASPECTOS ETICOS

Los pacientes que formaron parte del protocolo de investigacion firmaron una carta de
consentimiento informado. Los participantes recibieron asesoria en cualquier momento y se les
planteé la oportunidad de renunciar al protocolo en el momento que ellos desearan. La

participacion de los voluntarios fue confidencial en todo momento. (ANEXO 2)

10.RECOLECCION DE DATOS

Los parametros seminales fueron recolectados de pruebas postcapacitacion espermatica y los
datos sobre apoptosis se obtuvieron mediante citometria de flujo reportandose los porcentajes de

células positivas y negativas para Anexina V, TUNEL y Yoduro de Propidio.

Prueba piloto

Con muestras seminales de pacientes que acudieron al servicio de Reproduccién Asistida se
realizaron pruebas para estandarizar el citbmetro de flujo y posteriormente analizar los resultados
obtenidos.

11



11.RESULTADOS.

e Pardametros seminales

En la tabla 1 se presentan los parametros seminales basicos. Se encontraron diferencias

significativas entre los grupos para la concentracion espermatica (p 0.02), con un declive obvio

conforme se incrementa la edad, en el resto de los parametros no se alcanz6 significancia

estadistica sin embargo si se observa una tendencia a su decremento conforme avanza la edad.

Resultados que se soportan con correlaciones positivas para la concentracion, movilidad y

morfologia con los siguientes resultados: (r= -.52, P < 0.01), (r= -.67, P < 0.01) y (r= -.47, P< 0.05)

respectivamente.

Tabla 1. Parametros seminales

Grupo1 Grupo 2  Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 P
Edad 20-30 31-40 41-50 51-60 61-70
(ARos)
Movilidad A 14.8 +11.6 45.4+46 10.847.2 4.5+£3.3 1.7£2.0 .020
(%)
Concentracién 101448 41.4422  85.8+37 41.3430 18.7+18.9  .027
(x10° /ml)
Morfologia 8.3+3.6 9.2+3.1 9+1.2 6.3+2.5 4.5+.57 .076
(%)

12



e Biomarcadores de apoptosis

En la tabla 2 se presentan los resultados de Anexina estratificados por grupos, encontrandose un
mayor porcentaje de células positivas para Anexina V en los espermatozoides de sujetos de edad
avanzada (ANOVA 0.01). La comparacion de células (Anexin-V+/Pl+) entre hombres > y < de 40

anos de edad resultdé con una media de 9.8+11.7% y 30.7+18%, respectivamente (p 0.003).

Figura 1. Comportamiento de Anexina V por grupos de edad.
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Figura 2.

Caso muestra de determinacién de
Anexina V mediante citometria de flujo,
29.3% de celularidad positiva para Anexina
V, 65.9% células viables, 4.6% células
necréticas.

Annexin-V-FITC

De igual forma en la tabla 2 se presentan los resultados para la determinacién de apoptosis tardia
por el método de TUNEL, encontrandose una tendencia a la fragmentacién del ADN conforme se

incrementa la edad sin embargo no se alcanzo significancia (ANOVA >0.05).

Figura 3. Comportamiento de TUNEL por grupo de edad.
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Figura 4.

Caso muestra de determinacion de
TUNEL mediante citometria de flujo, 8.4%
de celularidad positiva para TUNEL, 88.4%
células viables, 3.1 y 0.1% células no
tenidas.

O
=
b
o
l—
2
o

Tabla 2. Comportamiento de marcadores de apoptosis por grupo de edad.

Grupo1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Edad 20-30 31-40 41-50 51-60 61-70
(Anos)
TUNEL 17.3+.12 21+19.2 26.9+20.7 26.5+14.3 26.7+19.5
(%)
ANEXINA V@ 10.61£16 8.914.6 30.3+14.4 28.4+18.7 34+25.7
(%)
® P <0.05
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12.DISCUSION

Tradicionalmente la evaluacion del espermatozoide se habia limitado a su observacion ya fuera en
muestras “crudas” o sometidas a un proceso de capacitacion, las conclusiones de esta evaluacion
indican un deterioro de los parametros seminales (movilidad, concentracién, morfologia) conforme
se incrementa la edad del hombre, observaciones que resultan acordes a las encontradas en este

estudio.

Los estudios realizados para valorar la funcionalidad en los procesos relacionados con el
componente espermatico a través de la expresién de marcadores apoptéticos han sido evaluados
en la ultima década. Esto nos ha mostrado que procesos tanto tempranos como tardios influyen no
solo en la capacidad de fertilizacién, proceso preimplantatorio y desarrollo embrionario, sino
también en la transmision de enfermedades génicas relacionadas a alteraciones en el cromosoma

Y.

Actualmente sabemos que la evaluacién en el grado de fragmentacion de ADN en el
espermatozoide tiene impacto directo en los procesos de fertilizacion lo cual ha sido demostrado
clinicamente en pacientes con inseminacion itrauterina, fertilizacion in vitro e inyeccidon

intracitoplasmatica.

Diversos modelos han sido descritos para el reconocimiento en la activacion de la cascada
apoptotica en el espermatozoide entre los cuales se incluyen a la traslocacion de fofatidil serina,
activacion de caspasas (fas ligando de fas, caspasa 3 activada), formacion de oligonucleosomas y

que han sido auxiliares diagndsticos en la evaluacion de la funcién del espermatozoide.

Sin embargo la mayoria de los hallazgos antes mencionados han sido encontrados y/o evaluados

en poblacion masculina infértil y en edad reproductiva, por lo que el objetivo de este estudio fue el
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analizar el comportamiento de dos marcadores de apoptosis en sujetos fértiles y su

comportamiento conforme se incrementa la edad del sujeto.

De este modo en la literatura revisada no se encontré estudio previo que realizara estas
comparaciones, de forma que con nuestros resultados se demuestra que el incremento en la edad
del hombre se relaciona con una mayor expresion de marcadores de apoptosis temprana, y parece
ser que el punto de corte para dicho incremento son los 40 anos de edad; respecto a los
marcadores tardios a pesar de no haber diferencias significativas si se observa una tendencia

hacia su incremento conforme la edad avanza.

La importancia de ello radica en el conocimiento actual de la disfuncién del espermatozoide como
la causa mas frecuente de infertilidad, sin embargo, el diagndstico patogénico y fisiopatoldgico son
pobres, y excluyendo las TRA, no hay en general tratamiento adecuado. La informacion genética
provista por el espermatozoide esta regulada a distintos niveles epigenéticos incluyendo
modificaciones del ADN mediante impronta, cédigos de histonas y zonas asociadas, vy
probablemente organizacién espacial cromosémica, pero el gameto masculino no debe ser mas
visto como un simple portador de informacién genética. Por estos motivos, es fundamental que la
investigacion clinica esté dirigida al analisis de las causas etiologicas resultantes en lesiones y
disfunciones del gameto masculino a nivel bioquimico, molecular y genético, y al esclarecimiento
de sus contribuciones mas alla de la fertilizacién, incluyendo posible repercusiones en los procesos

de implantacién, placentacion y la salud de la progenie.

Por ultimo consideramos que para darle una mayor fuerza a estos resultados, resultaria prudente
incrementar el tamafio de la muestra y seria ideal poder realizar un andlisis del comportamiento de

marcadores apoptoticos seminales, determinados de forma longitudinal.
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13.CONCLUSIONES

El incremento en la edad del hombre se relaciona con un deterioro en pardmetros seminales tales

como la concentracion y movilidad espermatica.

Los biomarcadores de apoptosis se ven afectados por la edad del sujeto, resultando significancia
estadistica para los procesos de transformacién biomolecular de membrana determinados
mediante la determinacion de fosfatidilserina, en el caso de los procesos tardios se concluye que
existe una tendencia para el incremento de los mismos a mayor edad del sujeto sin embargo es
posible, con la finalidad de obtener diferencias estadisticamente significativas, sea necesario

ampliar el tamano de la muestra.

El punto de corte para el incremento de marcadores de apoptosis temprana son los 40 afos de

edad.
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14.ANEXOS.

ANEXO 1. Método de muestreo

. Evaluacion de diferentes parametros seminales (movilidad, morfologia y concentracién) y
marcadores apoptéticos tempranos y tardios en muestras seminales de 25 pacientes sanos con
fertilidad comprobada en diferentes décadas de la vida. Las muestras seminales obtenidas de los
pacientes voluntarios seran recolectadas con un periodo de abstinencia de 3 a 5 dias. Cada
muestra serd analizada de forma independiente para determinar concentracién, movilidad y
morfologia. Posteriormente, se analizara cada muestra seminal con Anexina V (marcador temprano
de apoptosis) y con el método de TUNEL (marcador tardio de apoptosis) mediante el uso de

citometria de flujo.

. Finalmente, se reportardn los porcentajes de células positivas como negativas de los
marcadores Anexina V, TUNEL, y yoduro de propidio mediante citometria de flujo. Los valores
obtenidos (porcentajes) de los marcadores apoptéticos se correlacionaran con la edad de los

pacientes.
. Evaluacion de movilidad, concentracion y morfologia espermatica.

Los pacientes colectaran una muestra de semen en contenedores estériles después de 3 a 5 dias
de abstinencia sexual. La concentracion espermatica, la motilidad y morfologia seran evaluadas en
la muestra original. Después de licuefaccién (30-45 minutos), 5 pl de cada muestra sera colocada
en una camara de Makler (Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel) y se leera bajo el microscopio de
luz para motilidad y concentracion espermatica. Por otra parte, la morfologia se evaluara de
acuerdo a los criterios estrictos de Kruger. Para ello, cada muestra (10ul) se extendera en un
portaobjetos y se dejard secar por 20 minutos antes de tefirse con la tincion Diff-Quick (Baxter
Dade Diagnostics, Dubingen, Switzerland), se leera un promedio de 100 espermatozoides por
extendido bajo microscopia de luz en objetivo de inmersion 100X. Finalmente, las muestras se
mantendran a 37°C, 5%CO? en medio HFT y seran analizadas independientemente para Anexina
V, anticuerpos anti-caspasa 3 y yoduro de propidio ademas de método de TUNEL en la siguiente
media hora.

. Evaluacion de externalizaciéon de fosfatidil-serina 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
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anexina V a células apoptoticas tipicamente muestra una tincion verde fluorescente. El yoduro de
propidio (tincién roja) sera agregado 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 lavaran 10° células de cada muestra (mévil y no mévil) en PBS
(buffer de solucion salina fosfatada) y se centrifugara la muestra a 200 x g por 5 minutos. Las
muestras seran resuspendidas en 100 pl de una solucién que contendrda Anexina-V marcada con
fluoresceina ademas de IP (la solucion se prepara prediluyendo 20u de Anexina-V-fluoresceina en
1 ml del buffer de incubacion adicionando 20u de la solucién de IP) vy se incubaran por 10-15

minutos a una temperatura de 15-25 °C.

Finalmente, las muestras seran analizadas por citometria de flujo previa adicion de 0.5 ml de un
buffer de incubacion por 10° células. En el citdmetro de flujo, las muestras se leeran a 488nm con
un filtro de 515nm para la deteccion de Anexina-V-fluoresceina y un filtro de mas de 600nm para la
deteccion de Pl (yoduro de propidio). Se requiere compensacion electronica del instrumento para

evitar traslapaciones de los dos espectros emitidos.
. Evaluacion de apoptosis mediante el método de TUNEL:

Uno de los eventos tardios de la cascada apoptética es la activacion de endonucleasas endégenas
que genera fragmentaciones en el ADN. El método llamado TUNEL es capaz de detectar éste tipo
de células mediante la adicion de una enzima terminal de desoxinucleotidil transferasa (TdT) para
la incorporacion de desoxinucleotidos marcados con isotiocianato de fluoresceina (FITC).

Para realizar el método de TUNEL el cual requiere de dos etapas (fijacion y tincidn) utilizaremos el
kit APO-DIRECT. EI kit incluye 5 ml de suspensiones celulares control tanto positivas como
negativas, de aproximadamente 1 x 10° células por ml en etanol 70% (v/v). Las células control se
derivan de una linea celular de linfoma humano y han sido fijadas como se fijaran las células

muestra que se explica a continuacién.

Fijacién: Se comienza el procedimiento al resuspender las células en PBS-paraformaldehido 1% a
una concentracién de 1-2 x 10° células/ml y colocar la suspensién celular en hielo por 30-60 min.
Después, se centrifugaran las células durante 5 min a 300 x g y se desechara el sobrenadante. A
continuacion, se lavaran las células en 5 ml de PBS y se centrifugara para obtener el paquete
celular (este paso se realizara en dos ocasiones). Posteriormente se resuspendera el paquete

celular en el PBS residual mediante agitacion moderada en vortex. Se ajustara la concentracion
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celular a 1-2 x 106 células/ml en etanol al 70% (v/v) frio y se mantendra por un minimo de 30 min.
Finalmente, se almacenaran las células en etanol al 70% (v/v) a -20°C hasta su uso.

Tincién y Andlisis: Se resuspenderan las células control positivas y negativas (6552LZ, 6553LZ) en
sus respectivos viales. Se tomara una alicuota de 1 ml de la suspension de las células control
(aprox. 1 x 10° células/1 ml) y se colocaran en tubos de 12 x 75 mm para citometria de flujo. Se
centrifugaran a 300 x g por 5 min y se removera el etanol al 70% (V/V) por aspiracion sin alterar el
paquete celular. Se resuspendera cada tubo de células control con 1 ml del buffer de lavado
(6548AZ), se centrifugard a 300 x g por 5 min y se removera el sobrenadante. Se repetira el
tratamiento de lavado y después, se resuspendera cada paquete celular control con 50 pl de la
solucion de tincién (contiene el buffer de reaccion para la enzima TdT, la enzima TdT, fluoresceina
conjugada con dUTP [6549AZ, 6554EZ, 6555E7] y agua destilada).

Posteriormente, se incubaran las células en la solucién de tincién por 60 min a 37-C y al finalizar el
periodo de incubacion se anadira 1 ml. del buffer de enjuague (0.05% Azida de Sodio 6550AZ) a
cada tubo, se centrifugara a 300 x g por 5 min y se removera el sobrenadante por aspiracion (en
dos ocasiones). A continuacién, se resuspendera el paquete celular en 0.5 ml del buffer de tincion
con yoduro de propidio/RNasa (6551AZ) y se incubaran las células en la oscuridad por 30 minutos
a temperatura ambiente. Finalmente, se analizaran las células en la solucién de yoduro de
propidio/RNasa por citometria de flujo después de 3 horas de concluir con la tincién.
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ANEXO 2. Consentimiento informado

INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA ISIDRO ESPINOSA DE LOS REYES (INPerlER).
SUBDIRECCION DE MEDICINA REPRODUCTIVA, DIRECCION DE INVESTIGACION
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO DE INVESTIGACION: “Correlacion de indicadores apoptéticos de inicio temprano y
tardio en espermatozoides de sujetos en diferentes décadas de la vida”.

Responsable: Dr. Gerardo Barroso Villa, Investigador: Instituto Nacional de Perinatologia, Teléfono
55209900.

Invitacion de Participacion:
Se le invita a participar en un estudio de investigacion realizado por el INPerlER.

PROPOSITO: El propésito de este estudio es analizar la relacién de la edad con la calidad de los
espermatozoides contenidos en el eyaculado. Durante esta investigacién requeriremos la donacion
de una muestra seminal. Al mismo tiempo que se recolecte la muestra seminal se le tomard una

muestra de sangre periférica que serd obtenida de su brazo.

METODOLOGIA: Ambos estudios son solicitados regularmente por los especialistas de Biologia de
la Reproduccion y se realizan en forma cotidiana en el protocolo de toda pareja infértil que esta

buscando embarazo.

RIESGOS: La obtencion de la muestra seminal es de uso rutinario en las instituciones como el

INPerlER y no representa riesgo alguno para el hombre ni su capacidad de fertilidad.

La toma de muestra sanguinea periférica es de uso rutinario en cualquier institucién de salud y los
riesgos que puede tener son minimos y en un porcentaje muy bajo. Los riesgos son infeccion en la

zona de puncion, dolor y un hematoma (moreton) en la zona de puncién.

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.

ALTERNATIVAS: Si usted decide no participar en el estudio, su atencion médica no se vera

afectada de ninguna manera.
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COMPENSACION: Si usted decide participar en el estudio, le notificamos que no existira ningdn
tipo de compensacion extra por su participacion.

CONFIDENCIALIDAD: Se intentara mantener toda la informacion obtenida en este estudio
estrictamente confidencial, excepto la requerida por la ley. Una vez publicados los resultados del

estudio, su nombre no sera mencionado.

INFORMACION ADICIONAL: Cualquier informaciéon que se identifique durante el estudio y que

perjudique su bienestar, le serd informado de inmediato.

ABANDONO DEL ESTUDIO: Su participacién en el estudio es totalmente voluntaria y es muy
importante que sepa que podra negarse a participar en cualquier momento, sin que esto afecte su

atencion médica presente o futura en esta institucion.

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 informacion acerca de sus derechos
como sujeto de investigacion, puede hablar con el 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 seran desechadas a los recipientes
biol6gicos y no seran utilizadas para ningun otro fin que no sea el de la investigacién del protocolo

en cuestion.

CONCLUSIONES: Al firmar usted recibira una copia de esta carta.

*Nota: Los testigos no deben tener ninguna relacién 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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