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1. RESUMEN

Se realiz0 analisis espermatobioscopico y ensayo cometa (electroforesis
unicelular en agarosa) a 5 muestras de liquido seminal de hombres joévenes
entre 18 y 25 afios, clinicamente sanos, 8 provenientes de individuos con
infertilidad y 2 sobrevivientes a linfoma de Hodgkin. Las espermatobioscopias se
realizaron a individuos con abstinencia sexual de 3 dias como minimo, a los
cuales se les aplicd un cuestionario para recabar informacion acerca de sus
habitos y estado de salud en general, se les pidié su consentimiento informado.
La electroforesis unicelular en agarosa a pH alcalino (ensayo cometa) implica la
descondensacion previa del ADN espermatico, lisis celular en soluciones a pH
de 7.5, desenrollamiento del ADN espermatico, corrimiento de la electroforesis
en un buffer pH= 13.0 y tincion con Bromuro de Etidio. La lectura se realiz6 en
microscopio de fluorescencia a 100X, evaluando 300 células por individuo. Se
categorizo el dafio al ADN en: bajo, medio y alto, esto con ayuda de una reglilla
graduada en micrometros. Los individuos infértiles y sobrevivientes a cancer
presentan una tendencia mas marcada de fragmentacion del ADN espermatico
en relacion con los normales (NL). Resultados mostraron que existen roturas de
cadena simple en las muestras cuyos valores seminales se encuentran
disminuidos asi como en muestras de individuos infértiles demostrando la
relacion que existe entre la calidad seminal y calidad del ADN del
espermatozoide, se llegd a la conclusion de que el ADN fragmentado esta

estrechamente relacionado con la baja calidad seminal asi como la infertilidad.
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2. INTRODUCCION
2.1 El espermatozoide

El espermatozoide es el gameto masculino, que resulta del proceso de la
espermatogénesis que se lleva a cabo en los tubulos seminiferos de los
testiculos, el cual tiene como objetivo alcanzar el 6vulo y fusionarse con él para
transmitir los genes paternos y posteriormente desarrollar un embrion (Ruiz,
1988). La espermatogénesis involucra una serie de divisiones mitoticas de las
espermatogonias, dos divisiones meidticas de los espermatocitos, una
remodelacion de las espermatides durante la espermiogénesis y la liberacion de
estos a los tubulos seminiferos (Eddy, 1994).

Durante la diferenciacion de las espermatides ocurren de manera secuencial
varios procesos morfogénicos, que incluyen, la formacién del acrosoma, del
flagelo, la reorganizacion mitocondrial, la eliminaciéon del citoplasma residual por
la absorcion de las células de Sertoli y la conformacion nuclear, que conlleva a la
sustitucién de las histonas somaticas por protaminas con la capacidad de formar
puentes disulfuro, las que le confieren una gran resistencia a los agentes fisicos

y quimicos (Hernandez, 2004).
2.2 Espermatogénesis y espermiogénesis

La espermatogénesis es el proceso por el cual una poblacion de células
germinales llamadas espermatogonias van a diferenciarse y producir
espermatozoides, dura 64 dias aproximadamente, donde las espermatogonias
pasan principalmente por tres fases: espermatogoniogénesis, maduracion de
espermatocitos y espermiogénesis, que consiste en la citodiferenciacion de las
espermatidas. Este proceso se lleva a cabo desde las células de Sertoli hasta el
epididimo donde se da el almacenamiento transporte y maduraciéon de los

espermatozoides (Holstein et al. 2003).
2.3 Espermiogénesis

El proceso de diferenciacion de las espermatidas a espermatozoides se
denomina espermiogénesis. Este proceso termina con la liberacién de las

células del epitelio germinal. En este punto, las células libres ya se denominan
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espermatozoides. Durante la citodiferenciacion de las espermatidas, tienen lugar
tres procesos: Condensacion de la cromatina nuclear hasta una décima parte del
volumen que ocupa en una espermatida inmadura. Formacion del acrosoma por
el aparato de Golgi. Desarrollo de las estructuras del flagelo e implantacion en el
ndcleo. Las espermatidas maduras liberadas por el epitelio germinal como
espermatozoides son transportadas a través del epididimo durante
aproximadamente 12 dias mas de esta manera, dependiendo de la especie un
ciclo de espermatogénesis completo, desde espermatogonia a espermatozoide

maduro, durara como minimo 86 dias (Holstein et al., 2003).

Esta célula esta formada por tres partes fundamentales, por una cabeza en la
cual el extremo anterior se forma el acrosoma, estructura que permite que el
espermatozoide atraviese la membrana del 6vulo ya que posee hidrolasas
acidas como la fosfatasa acida, catepcina que es una enzima proteolitica, la
hialuronidasa que ataca a las mucoproteinas, la cabeza es la que contiene el
nacleo el cual contiene el ADN y acrosina. En la parte posterior de la cabeza se
encuentra el centriolo el cual es necesario para que se inicie la divisién en el
cigoto. La pieza media contiene la base del flagelo y a su alrededor de esta se
encuentran las mitocondrias que se encargan de proporcionar la energia para la
locomocion de la célula y que poseen enzimas oxidativas, por udltimo se
encuentra el flagelo (fig. 1), que es la parte mas larga del espermatozoide que se
rodea por una vaina proteinica que se forma por nueve filamentos externos y dos
centrales que se constituyen de tubulina que es una proteina contractil y que lo
hace en presencia del ATP, se asocia a la dineina ATPasa (Ruiz, 1988).

La cola o flagelo del espermatozoide humano se divide en cuatro regiones: pieza
conectora o cuello (0.5 ym), pieza media (3.5 ym), pieza principal (50 um) y
pieza final (3 uym), alcanzando el espermatozoide un largo total aproximado de
60 um (Romanato, 2009).

El axonema o filamento axial, compuesto por un par central de microtubulos
rodeado por nueve dobletes, se extiende a lo largo de la totalidad de la cola del
espermatozoide constituyendo su aparato motor. Asociadas a cada par de
microtubulos se encuentran las fibras densas, que se extienden desde la pieza

media hasta algun punto variable de la pieza principal.
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Fig. 1. Estructura del espermatozoide de humano (Matsumoto et al., 1996).

La pieza principal se caracteriza, ademas, por la presencia de la vaina fibrosa
formada por dos columnas longitudinales conectadas entre si por una serie de
filamentos, que rodean a los microtdbulos y a las fibras densas asociadas. La
pieza media contiene la vaina mitocondrial, formada por un nimero (especifico
para cada especie) de mitocondrias distribuidas en forma helicoidal alrededor del
axonema y que constituye el sitio de obtencién de energia del espermatozoide.

La pieza final estd compuesta simplemente por el axonema (Romanato, 2009).

La cabeza del espermatozoide comprende al ndcleo y al acrosoma vy, en el
humano, posee un largo aproximado de 5 a 6 um y un ancho de 2,5 a 3 ym. Se
pueden distinguir en ella dos regiones principales: acrosomal (anterior) y post-
acrosomal (posterior), separadas por una zona extremadamente importante y
funcionalmente caracteristica: el segmento ecuatorial rodeando al nucleo del
espermatozoide, se encuentran cuatro membranas, desde afuera hacia adentro,
estan la membrana plasmatica o celular, las membranas acrosomales externa e

interna y la membrana nuclear (Romanato, 2009).

El acrosoma es una vesicula lisosomal que contiene una gran variedad de
enzimas liticas, entre las que se encuentran la hialuronidasa y acrosina que son

fundamentales para que el espermatozoide pueda atravesar las cubiertas
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externas del ovocito. El segmento ecuatorial es la region a través de la cual se
produce la fusién del espermatozoide con el oolema. Su membrana plasmatica
es muy estable y se cree que podria actuar como barrera impidiendo el pasaje
de particulas entre los dominios de membrana de la region anterior y post

acrosomal (Curry y Watson, 1995).

El volumen del nlacleo espermatico es significativamente menor que el nicleo de
una célula somatica (aproximadamente seis veces), La cadena de ADN se
compacta en forma de lamina plegada B (Hernandez, 2004), lo cual se logra
ademas a través de una organizacion muy particular de la cromatina diferente de
la de las células somaticas que genera una cromatina altamente condensada
(Balhorn, 1982; Ward et al., 1991). Este grado de compactacion de la cromatina
espermatica es posible debido a que durante la espermatogénesis testicular la
mayor parte de las histonas cromatinicas es reemplazada por las protaminas
(Hernandez, 2004).

El reempaquetamiento del genoma caracteristico del espermatozoide es iniciado
por la sintesis y ubicacion de las protaminas en el nucleo durante el dltimo
estadio del espermatida (Bellvé et al., 1975; Goldberg et al., 1977; Balhorn et al.,
1984), esta culmina con la union de las protaminas al ADN desplazando al resto
de las proteinas que se encuentran unidas a la cromatina (Yanagimachi, 1994).
El complejo altamente condensado de protamina — ADN es estabilizado por
uniones de puentes disulfuro intra e intermoleculares entre los residuos de
cisteina de las protaminas, confiriendo al nucleo espermatico una extraordinaria
estabilidad mecanica y quimica. Esta estabilidad se incrementa aun mas por
accion del zinc (de origen prostatico) presente en el plasma seminal. El zinc se
une a los grupos sulfhidrilo libres de las protaminas impidiendo que tenga lugar
el intercambio entre estos residuos y los puentes disulfuro ya formados (Kvist,
1980; Yanagimachi, 1994).

De tal manera con este empaquetamiento se impediria la descondensacién
prematura de la cromatina durante el transito del espermatozoide por el tracto
genital masculino y el femenino antes de que se incorpore al ooplasma
(Romanato, 2009).
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Se han identificado dos grupos de protaminas, P1 y P2, presentes en los
espermatozoides de todas las especies, tienen un alto contenido de cisteina y
arginina, las P2, solo estan presentes en algunas especies (incluyendo el
humano), y ademas contienen histidina y pueden unir Zn?*. Estas uniones
formarian estructuras tridimensionales del tipo “dedos de zinc”, a través de las
cuales interactuarian con el ADN, Si bien el contenido total de protaminas (P1y
P2) con respecto a la cantidad de ADN es constante para todas las especies, la
relacion P1/P2 es variable (Bench et al., 2000; Pradeepa y Rao, 2007).

Aparentemente esta relacion esta vinculada con el tiempo necesario para que
pueda llevarse a cabo la descondensacion nuclear. Aquellas especies que
contienen P2 ademéas de P1 parecerian descondensar el nldcleo mas rapido,
sugiriendo que P1 y P2 difieren en el grado de estabilidad que confieren a la
cromatina (Perreault et al., 1987; Perreault, 1990).

2.4 Viabilidad de las células espermaéticas

La viabilidad en este caso se define como el porcentaje de espermatozoides
vivos en una fraccion de la muestra de liquido seminal (Garner, 1997). Se realiza
analizando la integridad de la membrana celular mediante fluorocromos
combinados como las carboxifluoresceinas CFDA y el bromuro de etidio que se
utiliza para tefir el nucleo de las células de color rojo cuando su membrana
celular se encuentra daflada (Garner, 1997; Rodriguez, 2006; Cermeiio, 2007;
Retana et al., 2007).

Otra forma de evaluar la viabilidad es utilizando colorantes vitales como la
eosina en donde los espermatozoides tefiidos de un color rojizo claro seran
células muertas, en esta prueba se cuentan 200 células y se hace
inmediatamente después de ser sometida a licuefaccion la muestra por 30-60
min después de eyaculada (WHO, 1999; WHO, 2010). En el desarrollo

experimental del presente proyecto, se siguié este método.
2.5 Dafio del ADN espermatico

El dafio al ADN espermatico se puede derivar de algunos factores que pueden
producir dafio irreversible como son: Generacion de radicales libres de oxigeno,

estrés oxidativo, empaquetamiento anormal de la cromatina (errores en la
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sustitucion de histonas por protaminas), deficiencias en la recombinacion,
apoptosis tras la salida del espermatozoide de los tibulos seminiferos. Causas
externas que pueden provocar 0 potenciar los efectos anteriores como
determinadas condiciones ambientales (contaminacion, tabaquismo, temperatura
testicular elevada) o patologicas (criptorquidia, varicocele, procesos inflamatorios
o infeccién del tracto genital, cancer, episodios febriles, estrés) (Morales et al.,
2007).

El dafio postesticular durante el transporte de los espermatozoides a través del
epididimo puede tener una participacion importante en el origen de la
fragmentacion del ADN, este dafio se ve reflejado mas en el esperma epididimal
caudal o eyaculado que en el esperma testicular. Estudios recientes muestran
gue los espermatozoides inmaduros que generan especies reactivas de oxigeno
(ERO’s) en niveles altos, pueden originar dafio a los espermatozoides maduros

y este dafio se producira después de la espermiacion (Sakkas y Alvarez, 2011).

El dafio al DNA espermatico puede deberse tanto a dafio directo de una
molécula de anién superdxido (O?%), el radical hidroxilo (OHY), peréxido de
hidrégeno (H202), o el éxido nitrico producidos por espermatozoides inmaduros
o leucocitos o por la accion de las endonucleasas que se activan una vez
iniciada la apoptosis regulando la sobreproduccién y restringiendo la
proliferacion anormal durante condiciones inadecuadas para el desarrollo
espermatico y evitando que se sobrepase la capacidad de soporte que tiene la
célula de Sértoli (Sakkas y Alvarez., 2011). Los espermatozoides que presentan
un dafio en el ADN pueden ser capaces de fertilizar un ovulo el cual puede
desarrollar un embrion con anomalias genéticas o bien se produzcan abortos en

cualquier etapa del embarazo (Lépez et al., 1998).

En los dltimos treinta afios se han desarrollado nuevas metodologias para
evaluar el dafio al ADN que permiten medir roturas en cadena simple (SSB) y
roturas en cadena doble (DSB), (tabla 1), Singh et al. (1988), desarrollaron una
técnica capaz de medir niveles bajos de roturas en el ADN de células
individualizadas. Esta metodologia se basaba en resultados previos de Ostling y
Johansson. (1984) que desarrollaron un método rédpido y sensible para el
analisis de dafio al ADN adoptando la palabra “cometa” pues la morfologia que
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mostraban las células con su ADN dafado era igual a la de un cometa (Zufiga,
2009).

2.6 Ensayo cometa

El ensayo cometa (electroforesis de célula individual en gel) (Ostling vy
Johansson, 1984), se utiliza para evaluar el dafio en el ADN en células
individuales, es sensible y rapido. Mediante este ensayo se detectan roturas en
la cadena simple o doble de ADN sometiendo a electroforesis y midiendo la
migracion de la molécula de ADN rota hacia el anodo, para lo cual las células
son embebidas en una matriz inerte de agarosa sobre un portaobjetos y se lisan
con detergentes y sales de alta concentracion, resultando en nucleos
desproteinizados (al romper los puentes disulfuro con agentes como el
ditiotreitol, el ADN quedara sin protaminas e histonas, dejando a la molécula

descompactada), es decir en nucleoides (Enciso et al., 2009).

Existen dos técnicas para realizar el ensayo, la primera es el ensayo cometa
neutro a (pH=8,4), en el cual el ADN migra bajo condiciones neutras mostrando
las fragmentacion del ADN de doble cadena. La segunda técnica es el ensayo
cometa alcalino a (pH=13) en el cual el ADN migra bajo condiciones alcalinas en
el cual se detecta la fragmentacion del ADN de cadena simple ya que el ADN es
desnaturalizado. La longitud de la cola del cometa en relacién a la cabeza refleja

el nimero de rompimientos de la molécula de ADN (Enciso et al., 2009).

El trabajo realizado por Enciso et al. (2009) muestra un ensayo cometa de dos
colas en espermatozoides de humano, la muestra embebida en agarosa es
sometida a electroforesis con pH neutro para detectar roturas de cadena doble y
a pH alcalino para detectar roturas de cadena sencilla utilizando al DTT
(ditiotreitol) como agente para romper los puentes disulfuro y asi descompactar

la molécula de ADN.

Cuando el ADN pierde su superenrrollamiento a bajas concentraciones de
genotoxicos o cuando sufre la fragmentacion del ADN con niveles altos de
genotoxicos, se observa en las células dafiadas una mayor fluorescencia en la

cola en relacion a la cabeza (fig. 2) (Enciso et al., 2009).
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Tabla 1. Métodos utilizados para evaluar alteraciones en el DNA de espermatozoides, asi como de
algunas de sus ventajas e inconvenientes en relacién con la aplicacion clinica de rutina

Métodos que se basan en el marcaje de roturas del DNA

Método Instrumental Ventajas Desventajas Utilidad clinica
TUNEL Microscopio fluorescencia Cumple con pardmetros | Equipo sofisticado y | Fertilidad masculina
Citometria de flujo de control de calidad costoso Reproduccion asistida

Perdidas fetales

ISNT Microscopio fluorescencia Reaccién de marcaje | Equipo sofisticado y | Fertilidad masculina

Citometria de flujo directo costoso

Métodos que se basan en la susceptibilidad del DNA para desnaturalizarse

SCSA Citometria de flujo Punto de corte | Instrumentacion Recomendada en estudios
establecido (30%) para | costosay capacitacion | epidemiolégicos de fertilidad
diferenciar pacientes | técnica

fértiles e infértiles

COMETA Microscopio fluorescencia Bajo costo Lento de ejecucion Fertilidad masculina
Electroforesis DNA Requiere observador | Reproduccion asistida
con experiencia Criopreservacion de esperma
SCD Microscopio  fluorescencia | Anélisis simple de | Adn no determinada Aun no determinada
campo claro resultados ¢Varicocele?
Bajo costo
DBD-FISH Microscopio fluorescencia Revela modificaciones | Procedimiento Aun no determinada

estructurales de la | sofisticadoy costoso

cromatina

Otros métodos

NA Microscopio fluorescencia Bajo costo Subjetiva Diferencias significativas en

Citometria de flujo Poco reproducible patologias androldgicas

AT Microscopio campo claro Método simple y de | Subjetiva Evaluacién de anormalidades en la
bajo costo Poco reproducible cromatina

CMA Microscopio fluorescencia Método simple y de | Subjetiva Evaluacién de anormalidades en la
bajo costo Poco reproducible cromatina

TUNEL: terminal dUTP Nick-end Labeling. ISNT: In situ Nick Translation. DBD-FISH: DNA Breakage Delection-Fluoresence In situ
Hybridization. SCSA: Sperm Chromatin Structure Assay. SCD: Sperm Chromatin Dispersién. NA: Naranja de Acridina. AT: Azul de
Toluldina. CMA: Cromomicina (Cortéz et al., 2007).

Como un ensayo de genotoxicidad, el ensayo cometa puede identificar posibles
agentes mugatenos que se utilizan cotidianamente y agentes antineopléasicos

que pueden dafar al ADN espermatico de humanos (Larrea, 2007).

El fundamento de la técnica consiste en lisar células de interés embebidas en un
gel de agarosa sobre un portaobjetos, mediante detergentes y altas
concentraciones de sal, de esta forma se libera el ADN superenrrollado en forma
de nucleoides y posteriormente estos nucleoides serdn sometidos a la accion de
un campo eléctrico a pH alcalino (Larrea, 2007; Poletta, 2011). Durante esta

accion (electroforesis) el ADN sera atraido hacia el ahodo y para que exista
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movilidad se debe de presentar roturas en el ADN generando pequefios
fragmentos que daran origen a pequefios cometas (Fig. 2) (Larrea, 2007;
Poletta, 2011).

0 3

Fig. 2. Fotomicrografias de la morfologia de los nlcleos en cinco categorias 0) sin dafio en el DNA, 1) dafio bajo, 2)
dafio medio, 3) dafio alto 4) dafio total (tomado de Collins, 2004).

El largo del cometa se incrementa de acuerdo al dafio que se presenta en la
cadena de ADN y la capacidad del ADN de migrar hacia el anodo va a depender
del tamafio del fragmento generado por la lesion, (Fig. 2) por medio de una

coloraciéon se puede observar el dafio (Larrea, 2007).

El ensayo es sensible para detectar bajos niveles de dafio en el ADN de
diferente naturaleza como roturas de cadena sencilla y doble, bases oxidadas,
uniones ADN-ADN y ADN-proteinas, esta técnica es de rapida realizaciéon
(resultados en pocos dias), flexibilidad y bajo costo en comparacién con técnicas
como FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) (Tice et al., 2000; Arencibia et
al., 2003; Collins, 2004). Sin embargo, una limitacion de la técnica es que no
detecta agentes aneugénicos ni efecto en los “check-point” del ciclo celular,
alteraciones que han sido descritas como posibles precursores de mecanismos
asociados al proceso carcinogénico (Collins, 2004; Speit y Hartmann., 2006;
Poletta, 2011).

Para aumentar la sensibilidad del método propuesto por Singh et al., (1988). Se
han realizado varias modificaciones, ya sea para detectar mejor los
rompimientos de la cadena sencilla del ADN o los sitios sensibles a un medio
alcalino. Dentro de las variables que afectan la sensibilidad se encuentran, la
concentracion de la agarosa, la composicion de la solucién de lisis, la
composicion y pH del amortiguador de electroforesis, condiciones de la

electroforesis como el voltaje, corriente y duracion (Cortes, 1997).
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2.7 Ensayo cometa en espermatozoides de humanos

Debido a que los espermatozoides humanos presentan en particular un ADN
muy compactado por las protaminas, Enciso et al. (2009) aplica un ensayo

cometa de dos colas.

En realidad este ensayo es una adaptacion de la electroforesis de ADN desnudo,
comunmente utilizada en biologia molecular, al campo de la biologia celular. La
idea es que el DNA de un nudcleo desproteinizado que contenga roturas en sus
cadenas de DNA, estara mas libre para ser movilizado hacia el polo positivo,
cuando éste se someta a un campo eléctrico. La metodologia consiste en incluir
una muestra de espermatozoides en un microgel de agarosa sobre un
portaobjetos y someterlo a una solucion de lisis que contenga un agente reductor
de los grupos sulfhidrilo que se encuentran en la protaminas (ricas en cisteina y
arginina) del espermatozoide, como por ejemplo DTT (dithiothreitol) (Cortéz et
al., 2007). Esta metodologia fue aplicada por Enciso et al. (2009) la cual realizo
en una sola lamina el ensayo cometa a condiciones de pH alcalino y a
condiciones de pH neutro para obtener los dos tipos de dafio en el ADN (roturas

de cadena sencilla 'y de cadena doble).

Tras la electroforesis, el microgel se tifie con sustancias fluorescentes del tipo
DAPI (4,6 diamidino-2-phenylindole), IP (loduro de Propidio) o SYBR-GREEN
(Synergy Brand), (Cortéz et al., 2007). De acuerdo con Gallegos et al. (2008) en
nuestro estudio los hombres con parametros de mala calidad en semen son mas
propensos a mostrar una mayor proporciéon de espermatozoides con ADN
fragmentado, que los hombres con parametros seminales normales, al igual que
los varones con cierta patologia andrologica como las infecciones, varicocele e
infertilidad (Enciso et al., 2006).

Muchos estudios sugieren que la fragmentacion del ADN de los
espermatozoides podria influir en la calidad de fertilizaciéon y el desarrollo del
embrion (Enciso et al., 2009). El objetivo de los trabajos de Enciso et al., (2009)
fue realizar un ensayo bidimensional para observar los dos tipos de roturas ya
qgue en la misma célula se pueden estar presentando roturas de cadena simple y
doble (Fig. 3).
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Los resultados obtenidos en el ensayo de dos colas fueron utilizados para la
observacion de la efectividad de dos técnicas de fertilizacion in vitro (FIV) para
seleccionar aquellas células que poseen el ADN integro y desechar las que
tienen el ADN fragmentado (Enciso et al., 2011). Lo cual nos da un panorama
amplio para poder aceptar este método como una herramienta de diagndstico y

seleccion de células de buena calidad con ADN integro.

Fig. 3. Ensayo cometa en dos dimensiones (2D) en espermatozoides humanos. Tipos de espermatozoides obtenidos
cuando una muestra se procesa con el ensayo cometa 2D: 1, espermatozoide sin roturas; 2, espermatozoide con un nivel
bajo de roturas de ADN de cadena sencilla; 3, espermatozoide con un nivel alto de roturas de ADN de cadena sencilla;
4, espermatozoide con un nivel bajo de roturas de ADN de cadena doble; 5, espermatozoide con un nivel alto de roturas
de ADN de cadena doble; 6, espermatozoide con un nivel bajo de roturas de ADN de cadena sencilla y doble; 7,
espermatozoide con un nivel alto de roturas de ADN de cadena sencilla y doble. (a) 7 tipos de cometa 2D tefiidos con
Sybr Green. (b) las mismas imagenes después de la aplicacion de un filtro digital (Enciso et al., 2009).

2.8 Fragmentacion del ADN espermatico y su relacion con la fertilidad

Dado que la transmision de la molécula de ADN integra e intacta desde el
espermatozoide al ovocito es esencial para la consecucién y desarrollo del
embarazo, su rotura podria conllevar alteraciones en la fertilizacion y desarrollo

embrionario consiguiente (Morales et al., 2007).

Por ello, en los Ultimos afios se esta proponiendo como causa probable de

infertilidad y esterilidad, el dafio del ADN espermatico, y de ahi el interés en
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desarrollar técnicas analiticas encaminadas a medir la fragmentacion del ADN

espermatico, e incluirlas en el estudio del factor masculino (Morales et al., 2007).

Se han realizado varios trabajos que evidencian la relacion existente entre la
integridad del ADN espermaético y la fertilidad. Estos trabajos demuestran que los
varones infértiles tienen un mayor porcentaje de espermatozoides con roturas en
el ADN (Saleh et al., 2002).
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3. JUSTIFICACION

Dado que el analisis seminografico solo proporciona un panorama general de la
calidad seminal y capacidad del espermatozoide para poder fertilizar el ovulo, y
no considera la integridad del ADN espermatico, se requiere de una prueba
adicional que pueda detectar el dafio generado directamente en el ADN. Dafio
que puede ser inducido por diferentes agentes tanto internos (varicocele) como
externos (contaminacion ambiental, exposicion laboral, médica o accidental a
agentes quimicos, habitos personales, etc.), es importante realizar el analisis de
la fragmentacion del ADN, mediante un ensayo reproducible, como la
electroforesis unicelular en gel de agarosa (EUG), con miras a que se establezca
como método clinico de rutina, ya que el ADN no es responsable de la
capacidad fertilizante de los gametos pero si de transmitir la informacion

genética a la descendencia y las consecuencias que esto implica.

DETECCION DE DARO GENOMICO EN GAMETOS MASCULINOS HUMANOS MEDIANTE ELECTROFORESIS UNICELULAR ALCALINA (ENSAYO COMETA)

17



4. HIPOTESIS

En estudios andrologicos en los que se realizan ciertas técnicas moleculares que
determinan el dafio en el ADN espermatico, se observa que la calidad de los
espermatozoides, integridad del ADN vy la fertilidad en humanos puede estar
asociada a procesos de fragmentacion del ADN espermatico, por lo que al
evaluar el dafio al ADN de hombres en etapa reproductiva con calidad seminal
disminuida (no estandares), o que presente algun tipo de enfermedad como los
sobrevivientes de cancer, o infértiles, se observara mayor fragmentacion del

ADN espermatico.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

5.1.1 Determinar el dafio en el ADN gendémico de espermatozoides de
hombres con calidad seminal disminuida, infértiles y tratados con

antineoplasicos mediante electroforesis unicelular alcalina.

5.2 Objetivos Particulares

5.2.1 Establecer la calidad seminal mediante espermatobioscopia directa de
donadores sanos, infértiles y tratados con antineoplasicos basados en
los valores estandares de la OMS (1999; 2010).

5.2.2 Determinar el indice de Fragmentacion del ADN (IFA) de los individuos

antes mencionados mediante electroforesis unicelular alcalina.

5.2.3 Establecer la relacién entre calidad seminal y el IFA de los individuos
sanos, con calidad seminal disminuida, infértiles y tratados con

antineoplasicos.
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0. MATERIALES Y METODOS
6.1 Evaluacién de calidad espermatica

Se realiz6 espermatobioscopia directa a 40 muestras de liquido seminal de
hombres entre 18 y 25 afios de edad, evaluando los parametros fisicos (pH,
volumen, viscosidad, color) y citologicos (densidad, morfologia, viabilidad y
progresion) de acuerdo a los estandares propuestos por la WHO (1999) y como

limites inferiores de referencia los de 2010 (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de referencia de calidad seminal de la WHO (1999) y (2010).

Licuefaccion

pH

volumen

Concentracion esperméatica
Concentracion total
Motilidad total (progresivos + no progresivos)
Meotilidad progresiva
Viabilidad

Formas normales
Leucocitos

Mar test

"Immunobeads”

1999, 4* edicion’
Valor de referencia
Total a los 60 min
7,2-7.8

2,0mL

20 x 10%mL

40 x 108

Mo detallada

50%

75%

15%

< 1% 10%mL

= 50 % esp. unidos a particulas

= 50 % esp. unidos a particulas

2010, 5* edicién®
Limite inferior de referencia, LRL
Total a los 60 min
=72
1.5mL (1,4-1,7)
15 % 10%mL {12-15)
39 x 10° (33-46)
40% (38-42)
32% (31-34)
58% (55-63)
4% (3-4)
< 1x10%/mL
< 50 % esp. unidos a particulas

< 50 % esp. unidos a particulas

Limites inferiores para cada parametro seminal (Sarabia y Munuce, 2011).

6.2 Criterios de inclusion y exclusion

Los individuos debieron contar con 3-5 dias de abstinencia sexual, no haber

presentado sintomas febriles en los Jdltimos tres meses, no estar
vasectomizados, proporcionar datos (cuestionario) sobre habitos personales

(fumar y beber alcohol), asi como consentimiento informado.
6.3 Tamaifo de la muestra

Se utilizaron 7 muestras seminales de individuos clinicamente sanos (sin
enfermedades cronico degenerativas) y estandares segun la WHO (1999; 2010),
para generar el control positivo, 13 muestras seminales de individuos
clinicamente sanos y estandares, 10 muestras de clinicamente sanos no

estandares, 8 muestras de individuos con problemas de fertilidad no estandares
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segun la WHO (1999; 2010), y 2 muestras de sobrevivientes a cancer de edades

entre 18 y 25 afos.
6.4 Ensayo cometa

Los portaobjetos fueron lavados exhaustivamente con agua, desengrasados con
metanol/etanol y secados al aire. Se les coloco una capa de agarosa regular

(1% Sigma) y se promovié su gelificacion en una placa fria.

Se gener6 el control positivo tratando las muestras seminales de jovenes
clinicamente sanos, infértiles y sobrevivientes a cancer con edades entre 18 y 25
afios con H202 (0.3%) a temperatura ambiente por 30 minutos (Enciso et al.,
20009).

Los espermatozoides se diluyeron a una concentracion de 10x10°6
espermatozoides/ml en buffer de fosfato salino y centrifugados para remover el
liquido seminal y nuevamente se resuspendi6 el boton celular en PBS y 25 pl de
la dilucién celular se mezclaron con 50 ul de agarosa de bajo punto de fusion
(37°C) (1%) recién preparada. Se colocaron 15ul de la mezcla en portaobjetos
pre-tratados para facilitar la adhesién del gel, se cubrieron con cubreobjetos y se

colocé en una placa fria.

Tan pronto como solidifico el gel se retiré el cubreobjetos y se sumergieron las
laminas secuencialmente en dos soluciones de lisis. Solucion de lisis 1: Tris-HCI,
DL-ditiotreitol (DTT) y dodecil sulfato sédico (SDS) a pH 7.5 durante 3 horas y 2:
Tris-HCI (, NaCl, SDS y EDTA a pH 7.5 durante 3 horas.

Las laminas se enjuagaron por 10 min en buffer de TBE (Tris-borato EDTA a pH
7.5 y se lavaron en 0.9% NaCl. Los nucleoides fueron desenrollados en una

solucion alcalina de NaOH y NaCl durante 2.5 minutos.
6.5 Electroforesis

Las laminas se colocaron en una camara para electroforesis con una solucién
amortiguadora a pH alcalino cubriéndolas completamente ajustando la fuente de
poder a 20V, 300 mA durante 18 min (en obscuridad total). Se enjuagaron las
laminas en un buffer de neutralizacién de Tris-HCI a pH 7.5 durante 5 min,
posteriormente se lavaron brevemente en buffer de TBE (Tris-borato EDTA.
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Las laminas se deshidrataron en etanol en una caja coplin durante 5 minutos y

se dejaron secan al aire.
6.6 Tincion y lectura de las laminas

Las laminas fueron tefiidas con 50 pl de Bromuro de etidio 1X, durante 5 minutos
y se cubrieron cuidadosamente con un cubreobjetos (se realizé este

procedimiento en la obscuridad).

Las laminas se observaron en un microscopio de epifluorescencia (Nikon 80i
Eclipse) con un filtro de excitacion/emisién de 515-560 nm utilizando un aumento
de 40X para visualizar y 100X para medir con un ocular graduado y calibrado, se
midi6 el diametro del nucleo y la longitud de la estela del cometa de 300 células

por lamina/individuo.

Se categorizaron los cometas de acuerdo al promedio de la longitud del
nucleoide donde r= a la longitud de la estela/medida de la cabeza del cometa
(Altamirano et al., 1999; Rodriguez et al., 2003) donde r=0 fueron considerados
sin dafio (a); cuando r fue < 1 fueron considerados como dafo bajo (b); cuando
r fue < 2 en dafio medio (c); si r fue > 2 se consideré como dafio alto (d); los
nacleos donde el ADN migro completamente fuera de la region del nucleoide se
consideraron como dafo severo (e), con estos datos se determiné el indice de

migracion (IMg).

_ @1+ 12+ ()3 + (d)4+ ()5

IM
g 100% de células analizadas

Donde (a), (b), (c), (d) y (e) son porcentajes de nucleos en las categorias y 1, 2,

3, 4y 5 los valores que representan cada categoria.
6.7 Anélisis Estadistico:

Se aplicé la prueba de “t” de Student para comparar los grupos de los
donadores estandares vs donadores con baja calidad seminal (no estandares,
sobrevivientes de cancer e infértiles) y para contrastar los indices de migracion
se aplicé una prueba de rangos para muestras independientes (U de Mann
Whitney), para determinar diferencias estadisticas en la longitud de migracion

de ADN se realiz6 un analisis de varianza ANDEVA seguido de una prueba de
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TUKEY, se usO la prueba de Z para proporciones para los datos que se

representan en porcentaje de las células con dafio en ADN espermatico y el IFA.
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7. RESULTADOS
7.1. Anédlisis seminografico

Todas las muestras de liquido seminal analizadas tuvieron parametros fisicos
donde el pH fue de 8.0 y solo en cuatro muestras el pH sobrepaso los
estandares, casi un 50% de las muestras tuvieron una viscosidad normal, cerca

del 65% un color normal y mas del 90% un volumen dentro del estandar.

Se consideraron los parametros citologicos de densidad y morfologia para
definirlos como estandares (NL) o no estandares (NN) de acuerdo con la WHO
(1999; 2010) para cada una de las muestras; donde las 13 muestras (NL)
tuvieron una densidad normal (90.9+5.2) x10%espermatozoides/ml fig. 4A, y una
morfologia de (37.6x£1.2) % de células normales fig. 4B. Las muestras (NN)
tuvieron una densidad de (10.78+0.21) x10%espermatozoides/ml fig. 4A, y
morfologia de (11.5+0.15) % de células normales fig. 4B, tabla 3.

Las muestras de individuos infértiles se clasificaron de la misma manera que los
NN y los valores donde la densidad fue de (8.00+0.15) x10%espermatozoides/ml
fig. 4A y una morfologia de (9.25+£0.34) % células normales, fig. 4B, tabla 3. Solo
una muestra contaba con valores de densidad y morfologia por encima de los
limites inferiores dados por la WHO (1999).

Las muestras de liquido seminal de sobrevivientes a cancer (E.H.) mostraron
una densidad normal de (90.6+6.3) x10%°espermatozoides/ml fig. 4A y una

morfologia de (9+0.25) % de células normales, fig. 4B; tabla 3.

Los datos de viabilidad y motilidad para las muestras NL fueron de (75.02+0.49)
% de células vivas fig. 4C; (63.4 £1.3) %de células progresivas fig. 4C, para NN
de (58.69+1.48) % de células vivas fig. 4C; (42.2£2.9) % de células progresivas
fig. 4D, para muestras infértiles de (46.5+1.5) % de células vivas fig. 4C;
(23.7£0.69) % de células progresivas fig. 4d y muestras de sobrevivientes a
cancer (E.H.) de (71.37+1.08) %células vivas fig. 4C; (67.02+0.20) %células
progresivas fig. 4D, tabla 3.
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Fig. 4. Valores espermaticos citologicos representados en media con su error estdndar de muestras
NL (estandares), NN no estandares), infértiles, y EH (sobrevivientes de cancer); A) valores de
densidad, B) morfologia, C) viabilidad, D) motilidad *P<0.05 grupos problema vs muestras normales
(NL), prueba Z para proporciones.
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Tabla 3. Parametros citologicos donde se muestran las medias de cada grupo para cada valor

Valores (OMS, (OMS, NL NN INFERTILES | LINFOMA
1999) 2010) (iieem ) (iieem ) (iieem ) (iieem )
Concentracion
ESpgT&“Ca 20 15 90.945.2 | 10.78+0.21* |  8.00+0.15* 90.646.3
espermas/mL)
Morfologia (%) >15 >4 37.6+41.2 | 11.5+0.15% 9. 25+0.34* 9.0+0.25*
Viabilidad (%) >75 >58 75.020.49 | 58.69+1.48* 46.5+1 5% 71.3+1.08*
Motilidad (%) >50 >32 63.4+1.3 | 42.2+2.9% 23.7+0.69* 67.020.20*

NL, estandares; NN, no estandares; ¥, Media; eem, error estandar de la media. VS con los datos de la WHO de (1999;
2010), *P<0.05 grupos problema VS muestras normales (NL).

7.2. Ensayo cometa

El dafio al ADN evaluado mediante el ensayo cometa se muestra en la fig. 5, las
medias en cada uno de los criterios de evaluacion longitud del cometa, el IMg
(indice de Migracion), el porcentaje de células con dafio y el IFA (indice de
Fragmentacion del ADN) todos con error estandar se observan en la Tabla 4. Se
puede apreciar que en todos los criterios de evaluacion existe un incremento
significativo de dafio con una p<0.05 para el IFA y longitud de dafio espermatico
de todos los grupos de muestras, p<0.01 para porcentaje de células con dafio de
sobrevivientes de cancer, p<0.005 para porcentaje de células con dafio de
muestras infértiles y no estandares, p<0.0005 para IMg en los tres grupos de
muestras, todas las muestras fueron comparadas con el grupo estandar (NL). En
los individuos sobrevivientes a linfoma de Hodgkin (EH) la longitud del cometa
fig. 7d1; d2, fue mayor que la de los grupos no estandares (NN) e infértiles fig.
5A. Para los datos de indice de migracién se observa un aumento significativo
con una p<0.0005 en los tres grupos problema comparandolos con el grupo
estandar; el grupo de E.H. es el que presentd mayor IMg, seguido del grupo de

los infértiles y el grupo no estandar fig. 5B.

El porcentaje de células con dafio fig. 5C; tabla 4 mostr6 un comportamiento en
el cual todos los grupos son significativamente mayores con una p<0.005 para
los grupos de muestras NN e infértiles que el grupo estandar, donde los infértiles
tiene un mayor porcentaje de células con dafo seguido del grupo no estandar y

una p<0.01 para el grupo de EH. El IFA de los grupos problema (baja calidad
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seminal, sobrevivientes al cancer e infértiles), presentd aumento significativo con
p<0.05, el grupo de infértiles fue el que presentd mayor IFA de 83.8 + 0.0% fig.
5C, tabla 4, y los de baja calidad seminal o no estandares los que mostraron un
IFA mas pequefio de 51.6 + 1.2%. En general todos estos grupos presentaron un
IFA >30%.

Se puede observar en la figura 5A y 5B el mismo comportamiento de dafio al
ADN pues en cada uno de los grupos el aumento en la longitud del cometa es
notorio asi como el IMg (indice de migracion); el porcentaje de células con dafio
fig. 5C, refleja un comportamiento similar al del IFA, fig. 5D, y los resultados son
significativamente mas altos con una p<0.05 comparados con el grupo estandar,
es notable en ambos, que el grupo de E.H. presenta una disminucién en
comparacion con los grupos de los Infértiles y no estandares, pues el grupo EH,
presenta un porcentaje menor de células dafadas, pero con dafio severo y
teniendo un IFA significativamente mas alto con una p<0.05, que el grupo no
estandar. Siendo el grupo de infértiles el que presento en longitud de
fragmentacibn de ADN, IMg, IFA y porcentaje de células dafadas
significativamente alto con p<0.05, 0.01, 0.005 y 0.0005.

De las 10 muestras del grupo no estandar (NN), 4 tuvieron un IMg bajo asi como
el porcentaje de dafo y longitud de los cometas mientras que en el grupo de
infértiles una muestra resulté sin dafio en el ADN espermatico y con parametros
seminales normales. Ya que este ensayo solo determina las roturas de doble
cadena seria de importancia buscar roturas de doble hebra que pudieran
ocasionar la infertilidad o una prueba para la deteccion de posibles

microdeleciones en el cromosoma Y.

Los resultados obtenidos mediante el ensayo cometa de cada grupo de
muestras fueron comparados con los datos de calidad seminal obtenidos
mediante espermatobioscopia directa donde se observé que la longitud de los
cometas fue significativamente mayor p<0.05 en aquellos grupos que
presentaron un porcentaje bajo de células normales, tales como son los grupos
no estandares, infértiles y E.H. (sobrevivientes de cancer) en comparacion con el

grupo estandar.
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Fig. 5. Evaluacién de dafio en ADN espermatico de muestras NN (no estandares), infértiles, E.H.
(sobrevivientes a cancer), A) Longitud de fragmentacion del ADN espermatico; B) IMg; C) porcentaje
de células con dafio; D) IFA (indice de fragmentacion; 2P<0.05, °P<0.01, °P<0.005, 4P<0.0005 vs grupo
estandar (NL) utilizando las pruebas de Anélisis de Varianza, U de Mann Whitney, y prueba de Z para
proporciones.
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El grupo E.H. tuvo una longitud de ADN fragmentado significativamente
aumentado de 165.98+0.84um con una p<0.05 en relacién al grupo estandar que
fue de 67.27+0.53um fig. 7a, y en este grupo solo se observé un 9% de células
normales valor que se encuentra por debajo del limite inferior segan la WHO
(1999), y por encima del limite inferior de la WHO (2010). En los grupos no
estandares e infértiles aumento significativamente la longitud del ADN
fragmentado fig. 5A, y su porcentaje de células normales fue bajo comparandolo

solo con los valores dados por la WHO, (1999) tabla 3.

Se compard la viabilidad con el indice de Migracion, donde todos los grupos

presentaron aumento significativo en relacion con el grupo estandar.

El grupo E.H. presentdé un indice de migracibn mayor que el grupo estandar
teniendo un 71.37+1.08% de células vivas es decir normal comparado con datos
de la WHO (2010), y con solo un 4% por debajo del de la WHO (1999) (tabla 3).

Tabla 4. Fragmentacion de cadena sencilla (Medias = e€em) de las muestras evaluadas
mediante ensayo cometa en condiciones alcalinas.

Muestra Longitud de IMg Células con IFA
cometa (x eem) dafio (% £ eem) n
(UM £ eem) (% + eem)
NL 67.27+ 0.53 1.89+0.07 8.03+0.26 7.4+ 1.7 13

Control positivo | 143.48+0.8 4.5+0.03 99.8+0.01 98.7+2,8 7

NN 99.23+0.68"  2.82+0.08™" 82.59+1.29™"  51.6+1.2" 10
Infértiles 130.13+0.75° 3.86+0.07""" 95.74+0.55™"  83.8+ 0.0 8
E.H. 165.98+0.84" 4.08+0.07" 80.2#1.61™  80.16+ 0.0° 2

. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________]

eem, error estandar de la media; IMg, indice de migracion; IFA, indice de fragmentacion del ADN; n, nimero de
individuos analizados; EH (Enfermedad de Hodgkin) y/o sobrevivientes al cancer; um, micrometros; NL, estandares; NN,
no estandares. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.005, ***P<0.0005, grupos problema VS muestras normales (NL).
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El grupo de no estandares presentd un indice de migracion de 2.82+0.08 y un
porcentaje de células vivas bajo segun paradmetros de la WHO (1999) vy un
porcentaje de ceélulas vivas casi igual con el limite inferior de la WHO (2010).
Siendo el grupo de infértiles el que tuvo un indice de migracion alto y viabilidad

baja en comparacion con los datos de la WHO (1999; 2010), tabla 3.

Se comparo también IFA con el aumento significativo del porcentaje de células
progresivas, so6lo dos grupos, no estandares e infértiles tuvieron un porcentaje
por debajo de los limites inferiores dados por la WHO (1999; 2010) para el grupo

E.H. la progresion tuvo un 67.0£0.20% de células progresivas tabla 3.
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Fig. 6. Microfotografia de espermatozoides humanos con ensayo cometa que representa a) sin
dafio, b) dafio bajo, c) dafio medio, d) dafio alto y e) dafio severo tefiidos con bromuro de etidio
vistos a 100X en microscopio de epifluorescencia Nikon-Eclipse 80i a una longitud de onda de

excitacion/emisiéon de 515-560 nm.
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Fig. 7. Microfotografias de: a) espermatozoides con el ADN descondensado de una muestra
estandar, b) cometa de una muestra no estandar, ¢) cometa de una muestra infértil, d1) cometa de
una muestra de sobreviviente de cancer, d2) nube de una muestra de sobreviviente de cancer
tefiidos con bromuro de etidio vistos a 100X en microscopio de epifluorescencia Nikon-Eclipse 80i a
una longitud de onda de excitacién/emision de 515-560 nm.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

8.1 Ensayo cometay calidad seminal

La calidad seminal se puede determinar mediante espermatobioscopia directa, lo
que implica una serie de valoraciones establecidas por la WHO. (1999, 2010),
como el volumen del eyaculado, el pH, la concentracion de espermatozoides
(densidad), motilidad y morfologia, dichos parametros cuando se ven alterados,
pueden estar relacionados con la fragmentaciéon de ADN. (Gonzales y Rawe,
2010).

Aungue el andlisis de calidad seminal es Util para la valoracion del estado fértil
de un paciente, tiene un valor limitado en el diagnostico de la infertilidad
masculina o predecir el éxito en la reproduccién asistida (Simon et al., 2013).
Pues aunque los pacientes presentan espermiogramas normales tienen
problemas de infertilidad. La causa de la infertilidad puede ser debida a ADN
espermatico anomalo, factor que no se mide de forma sistematica. La integridad
del ADN en el espermatozoide se puede considerar como un parametro

independiente e indicativo de calidad fig., 8. (Agarwall y Allamaneni, 2005).

Aungue la densidad y la morfologia son parametros que van a determinar el
estado fisiologico del espermatozoide, la viabilidad juega un papel importante en
estas células para no dar un diagndstico equivocado ya que el estado vital puede
afectar de manera directa o indirecta a la poblacion misma ya sea por
produccion normal de EROs para la capacitacion espermatica (O Flahertty et
al., 2006) o peroxidacion lipidica que conducen a muerte celular (Koppers et al.,
2011; Aitken et al., 2012), asi los espermatozoides muertos pueden producir
EROs y propiciar fragmentacion del ADN resultando un potencial reproductivo
negativo (Portella et al., 2013), lo cual podemos observar en las muestras de
nuestro estudio la viabilidad del grupo NN se encuentra en los limites inferiores
de la WHO (2010) y los del grupo infértil estan por debajo de estos y con un
indice de fragmentacion de ADN espermatico superior al 30% esto de manera
natural o generado por los habitos de vida, pues se observa que después del
tratamiento con quimioterapia la viabilidad se recupera pero su ADN se

encuentra fragmentado en porcentajes significativamente elevados, y como lo
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demuestra Moskovtsev et al., (2009) en un analisis seminal computarizado se
correlaciona negativamente los parametros de volumen seminal, concentracion,
motilidad, morfologia y viabilidad espermatica con el indice de fragmentacion
espermética, similar a lo que reporta Portella et al., (2013) y que propone como
modelo de estudio para predecir el IFA, resultados similares fueron observados
en el presente estudio, donde disminuyo la viabilidad, la morfologia y la motilidad
en pacientes infértiles, o que se relaciond con el aumento en la fragmentacion
del ADN. En el estudio de Cruz et al., (2010) la correlacion del IFA con la muerte
celular y la permeabilidad a la eosina son positivas, en la que sugieren que la
muerte celular es dada por la predisposicién de la cromatina a ser degradada,
idea que se apoya en el hecho de que el IFA detecta la susceptibilidad a la
degradacion del ADN y la muerte celular es una medida directa de la
degradacion. Asi pues, las células muertas son susceptibles a ser degradadas
porque tienen el ADN fragmentado y dado que las muestras de pacientes
infértiles tienen el ADN fragmentado presentan un menor numero de células
viables. La migracion de ADN incrementada sefiala fragmentacion del mismo por
generarse las EROs de espermatozoides en procesos de necrosis y apoptosis
(Meinteires et al., 2003). Estos afectaran entonces a los espermatozoides de
alrededor, lo que no necesariamente pasa en las muestras de sobrevivientes a
cancer ya gque su exposicion a quimicos durante la terapia generd0 muerte
celular, que al momento del estudio se encontraba restablecida pero con el ADN

altamente fragmentado.

Otro aspecto a considerar es la progresion del espermatozoide, la cual en el
presente estudio representa en los grupos analizados una disminucién en su
porcentaje y en el cual se incrementa el dafio en el ADN. Resultados simi8lares
fueron reportados por Cruz et al., (2010), donde plantean el dafio que sufren los

espermatozoides durante su trayectoria desde el testiculo hasta ser eyaculados.

Para poder observar la fragmentacion del ADN espermatico, es importante
descondensar el ADN por lo que se requiere de agentes como el DL-DTT
(ditiotreitol) para la eliminacion de los puentes disulfuro. Ya que se esta
reconociendo que la integridad del ADN del espermatozoide es independiente de
la calidad fisica del mismo y se ha demostrado que la calidad del ADN del

espermatozoide puede afectar la fertilidad in vivo e in vitro; la infertilidad en
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varones con parametros seminales normales se relaciona con la presencia de
ADN dafiado en el espermatozoide (Agarwall y Allamaneni, 2005). En algunos
pacientes infértiles, el control de la espermatogénesis puede ser menos eficiente
y producir gran cantidad de espermatozoides inmaduros con restos
citoplasmaticos que son propensos a producir especies reactivas de oxigeno y a
Su vez causar roturas de las cadenas de ADN (Gil et al., 2001). Lo cual vemos
reflejado en los resultados obtenidos en el presente estudio donde hay muestras
no estandares que tienen el ADN fragmentado lo cual Gandini et al., (2000),
demostraron que un incremento de la fragmentacion del ADN estaba relacionado
con una disminucion de la concentracién espermatica (densidad) y motilidad,
ademas las muestras infértiles refuerzan lo demostrado en las que también se

observa una calidad seminal baja y tienen el ADN fragmentado.

El ensayo cometa ha sido utilizado durante afios para detectar dafio en el ADN y
donde se pueden utilizar un pequefio nimero de células y los datos pueden ser
trabajados de manera individual (Collins et al., 1997). El ensayo cometa mostro
un panorama amplio de la relacién que existe entre la fragmentacion del ADN
espermatico y la baja calidad seminal asi como una relacién con la infertilidad.
En el caso de la infertilidad, los resultados en este estudio muestran que el dafio

va de alto a severo. Para los enfermos de Hodgkin (EH) es severo.

Un empaquetamiento defectuoso de la cromatina se correlaciona con una tasa
baja de fertilizacion, tras fecundacion in vitro (FIV) o inyeccion espermatica
intracitoplasmatica (ICSI) (Lopez et al., 1998; Esterhuizen et al., 2000) y con una
incidencia mas alta de abortos (Evenson et al., 1999). Las rupturas de cadena
sencilla se presentaron en los tres grupos, muestran un IFA por encima del 30%

con porcentajes de motilidad, morfologia y concentracion espermatica bajos.

Se selecciond el ensayo cometa alcalino debido a que es una técnica cuya
realizacion implica un tiempo corto, desarrollo relativamente sencillo, puede
realizarse en cualquier tipo de célula y porque es muy sensible para la deteccion
del dafio en ADN (Irvine et al., 2000; Villani et al., 2010; Simoén et al., 2011). La
mayoria de trabajos en andrologia realizados en Espafia son enfocados en el

humano ya que se demuestra que la baja calidad seminal e infertilidad, es un
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factor resultante de dafio en el ADN espermatico, dafio que al momento de

realizar un andlisis rutinario para definir la calidad seminal no es posible detectar.

Enciso et al., (2009; 2011), han realizado trabajos para la deteccion de dafio en
los espermatozoides mediante el ensayo cometa y otras pruebas donde se ha
demostrado que existe relacion entre la fragmentacion del ADN espermatico y
los bajos porcentajes de células moviles. En dos técnicas realizadas en la
reproduccion asistida (centrifugacion en gradiente de densidad y la swin-up), los
espermatozoides que no presentaban condiciones 6ptimas para la seleccion por
medio de estas dos técnicas presentaban un ADN fragmentado, demostrando
que las dos técnicas utilizadas en reproduccion asistida son eficaces para excluir
aguellas células que tienen comprometido el ADN (Enciso et al.,, 2011). El
presente estudio refleja que el bajo porcentaje de células normales y progresivas
tienen un ADN dafiado en los tres grupos, el estudio puede reforzar a las

técnicas ya aplicadas en clinica para excluir a las células que presentan dafio.

El mecanismo mas importante de produccion de dafio en el ADN del
espermatozoide puede ser la presencia de un empaquetamiento anomalo de la
cromatina, debido a una protaminacién insuficiente, por produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO’s) y apoptosis (Sakkas et al., 1999; Shen y Ong
2000). Se presenta una relacion entre la fragmentacion del ADN espermatico y la
presencia de protaminas Pl y P2 alteradas (Peiro, 2012). Lo que explica los
resultados en el grupo de muestras no estandares e infértiles, ya que los
espermatozoides del grupo NN presentan un porcentaje bajo de células
normales y un alto porcentaje de células con dafio que pudo deberse a el mal

empaquetamiento y protaminas con defectos.

Existe una relacion entre el dafio en el ADN espermatico, la calidad seminal y la
fertiidad masculina, por malos resultados en las técnicas de reproduccién
asistida donde se incluyen la tasa de fertilizacion antes y después de la
implantacion, y el desarrollo del embrion (Evenson et al., 1980; Hu et al., 1998;
Mahfouz et al., 2010; Avendafio y Oehninger 2011; Simén et al., 2011). Saleh et
al., (2002) demostr6 que hombres con pardmetros seminales normales
clasificados como idiopaticos tuvieron un alto porcentaje de espermatozoides
con daflo en el ADN, cuando se compararon con hombres con fertilidad
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comprobada con parametros seminales normales. Mismo que se puede observar
en el estudio que se realizd, ya que en el grupo de muestras de individuos
infértiles, una muestra cuenta con una calidad espermatica normal y no presenta
un alto porcentaje de células con dafio en el ADN de cadena sencilla y que
puede considerarse como idiopaticos. Estos pueden tener un ADN con rupturas
de cadena doble, o bien, alguna delecién en el cromosoma Y en una zona que
se le denomina AZF (factor azoospermico), el cual puede causar azoospermia
no obstructiva hasta una oligozoospermia severa. Estas microdeleciones
conducen a disfuncion de genes importantes en la espermatogénesis que
causan con frecuencia la infertilidad (Poirot y Cherruau, 2005). La infertilidad por
microdeleciones en la zona AZF se confina a la region C que contiene al gen
DAZ y que involucra un 13% de los hombres azoospermicos y 6% con

oligozoospermia severa (Gorrita y Gorrita, 2013).

8.2. Cancer, Infertilidad y fragmentacion del ADN espermatico

Se propone que el dafio al ADN espermatico es la causa de la infertilidad en un
namero sustancial de hombres, es el 50% de dafio en el ADN espermatico, el
umbral donde los hombres con dafio tienen menor probabilidad de lograr un
embarazo por FIV, por lo cual los esfuerzos deben de enfocarse en averiguar las
causas de infertilidad idiopatica, con el fin de realizar un tratamiento adecuado
(Simon et al., 2013), ya que la capacidad de fertilizacion, la calidad del embrién y
el desarrollo hasta blastocito se ven influenciados por la proporcion de
espermatozoides con ADN fragmentado en la muestra (Agarwall y Allamaneni,
2004). Es asi que, el desarrollo embrionario puede fallar en cualquier etapa o
llegar a término con ciertas anomalias (Genesca et al., 1992). Se ha demostrado
que la proporcion de espermatozoides con ADN fragmentado es
significativamente mas alta en varones de parejas con abortos recurrentes
comparados con la poblacion general o con donantes fértiles (Carrell et al.,
2003). El presente estudio demostré6 que las muestras de individuos infértiles
presentaron un IFA altamente significativo, y ademas su calidad espermatica es
baja, lo que significa que la fragmentacion de ADN influye en la fertilidad, tal y
como ya ha sido reportado (Prakash et al.,, 1998; Hammadeh et al., 2001,
Michaeli et al., 2004; Ricci et al., 2009; Enciso et al., 2011 y Simon et al., 2013).
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Fig. 8. Diagrama de la relacion de baja calidad seminal de las muestras analizadas por ensayo cometa.

Ya que la calidad seminal y la fertilidad pueden verse disminuidas en los
pacientes después del tratamiento, el riesgo a la infertilidad varia segun la
naturaleza del tratamiento, el tipo y los ciclos de quimioterapia, la zona de
administracion y la edad del paciente, hecho que se puede observar en el grupo
de muestras de E.H. donde la progresion, viabilidad y densidad se recuperaron.

Los agentes alquilantes como ciclofosfamida o procarbasina son los que
producen efectos importantes en la fertilidad masculina ya que puede haber
detencion en la espermatogénesis en la etapa de espermatogonia y que puede
seguir el proceso al suspender el tratamiento aunque se podrian presentar
alteraciones genéticas en cualquier etapa de la espermatogénesis (Malaga et al.,
2005; Casulo y Rich, 2014). Se observo en el presente estudio que las muestras
de individuos con Hodgkin tuvieron un alto porcentaje de células con ADN
fragmentado y un porcentaje bajo de células normales, con una concentracion y

viabilidad estandar lo que nos dice que se recuperé la concentracion
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espermatica pero con dafio en el ADN lo que causa infertiidad de manera

momentanea o definitiva.

Las muestras que tienen un alto indice de fragmentacion del ADN espermatico
gque son de sobrevivientes a cancer presentan una densidad alta de
espermatozoides, lo que nos puede decir que su capacidad de recuperacion
para producir gametos es buena, pero estas células tienen su ADN dafiado, lo
gue explica también que la morfologia este por debajo del estandar, lo cual, en
el futuro, si este dafio no es reparado puede generar nuevas anomalias
genéticas que pueden ser heredadas, bien el desarrollo embrionario se vea
interrumpido, o el individuo se vuelva infértil, 0 se genere un sindrome (Malaga
et al., 2005).

La edad juega un papel importante para el riesgo que genera infertilidad por
quimioterapia ya que pacientes mayores de 40 afios tienen menor probabilidad
de recuperar la fertilidad (ACS, 2014). Después del tratamiento la produccién de
esperma se vuelve mas lenta o se detiene definitivamente, dicha produccion se
da después de 1 a 4 afos post tratamiento (ACS 2014). Procesos como
varicocele o astenoteratozoospermia y la reorganizacion cromosémica tienen
una relacion alta con la fragmentacion del ADN espermético (Peiro, 2012). Esto
lo podemos observar en los resultados del estudio realizado pues los individuos
tienen una edad promedio de 20 a 25 afios y sus porcentajes de concentracion
espermatica, progresion y viabilidad se encuentran dentro de lo estandar no asi
con la morfologia, lo que también refleja el dafio en el ADN, y que los individuos
tuvieron buena recuperacion en la produccion de espermatozoides y que

probablemente sean infértiles.

Se observan los efectos nocivos con el incremento en el porcentaje de dafio en
el ADN espermaético en pacientes con cancer testicular o linfoma de Hodgkin que
fueron sometidos a quimioterapia. El ADN dafiado en individuos que tuvieron
cancer puede alterar su capacidad de fertilidad (Flaherty et al., 2011). Después
de la quimioterapia el esperma mantuvo un grado significativo de dafio en la
cromatina. Por lo tanto, los supervivientes de cancer testicular y linfoma de
Hodgkin tienen mayor riesgo de presentar dafio reproductivo y mayor
probabilidad de transmitirlo a sus descendientes.
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Después de 24 meses de no tener quimioterapia, 57% de los pacientes con
linfoma de Hodgkin, tuvieron concentraciones espermaticas normales, los cuales
tienen riesgo de volverse subfértil y podrian procrear hijos sin conocer las
potenciales consecuencias nhegativas del ADN espermatico dafado en su
progenie (Flaherty et al., 2011). Los agentes quimicos usados en la
guimioterapia, y en especifico en el tratamiento del linfoma de Hodgkin son el
esquema AVBD (Adriamicyn, Vinblastina, Bleomicina, Dacarbazina), que son
agentes de bajo riesgo y que en dosis bajas a moderadas se induce
azoospermia temporal o permanente. Cuando se utilizan menos de 100 rads la
recuperacion testicular se da entre 9 a 18 meses, 30 meses para dosis de 200-
300 rads y mayor o igual a 5 afios para dosis de 400-600 rads. La esterilidad
permanente se observa en dosis Unicas con 600 a 800 rads (Martin y Campana,
1993). También se puede causar dafio al ADN aunque los individuos pueden
recuperar sus parametros seminales, lo cual explica también el hecho de que los
pacientes tuvieran una recuperacion rapida en la densidad espermatica pero con
un porcentaje de células normales por debajo del estandar y que su IFA fuera de

80% es decir significativamente muy por arriba del estandar.

Los radicales libres pueden generar modificaciones de bases y hacerlas
sensibles al alcali por las ERO’'s por la presencia de espermatozoides
inmaduros (Saleh et al., 2002; Henkel et al., 2005), lo que podria explicar la baja
calidad seminal de muestras de jévenes clinicamente sanos, con ADN
fragmentado, siendo estas detectadas con la elevada sensibilidad de la version
alcalina del ensayo cometa, hecho por el cual se utilizd en este estudio ya que
los radicales libres pueden ser generados también por agentes quimicos a los
gue nos exponemos como el caso de las muestras de individuos sobrevivientes

a linfoma de Hodgkin.

El tabaquismo y el abuso del alcohol son nocivos para la calidad del semen
(Sofikitis et al., 1995). Esto nos podria indicar por qué en jévenes clinicamente
sanos se esta presentando una calidad baja al momento de Ila
espermatobioscopia aunque en los cuestionarios realizados la mayoria dijo no
fumar ni beber. Esto nos sugiere que las muestras de donantes clinicamente
sanos analizadas con calidad seminal baja y ADN espermatico fragmentado se

debe por el consumo de alcohol y tabaco con frecuencia, ya que estos individuos
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son jovenes menores de 25 afos y tendrian que presentar una calidad seminal
normal y un ADN normal, o bien pueden presentar fragmentacion de ADN y no

saber que pueden ser infértiles hasta el momento de pretender tener hijos.

Los grupos tratados en este estudio presentan un IFA por encima del 30% que
es el limite umbral para decir que existe dafio en el ADN de los espermatozoides
(Larson et al., 2000), demostrandose que mientras mas alto sea el IFA los
valores seminales son mas bajos en comparacion con aquellos donde la calidad
seminal es normal, hombres con un IFA = 30% se encuentran en alto riesgo de

fallas en el desarrollo del blastocito (Michael et al., 2004).
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9.

CONCLUSIONES

En el hombre la baja calidad seminal esta relacionada con la

fragmentacion del ADN en el espermatozoide.

La infertilidad y el dafio en el ADN espermatico tienen una fuerte relacion.

El ensayo cometa es un analisis util para la deteccion de problemas en la
reproduccion, y para determinar si un hombre que se sometio a
quimioterapia puede heredar las aberraciones genéticas generadas por

la misma.
Se puede generar un diagndstico temprano de infertilidad masculina

mediante el ensayo cometa.

Se debe implementar el ensayo cometa como una técnica rutinaria en el

analisis de calidad seminal y espermética para dar un mejor diagndstico.

Los agentes quimioterapéuticos causan dafio directo al ADN

espermatico.
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10. PERSPECTIVAS

e Realizar ensayo cometa a pH neutro para detectar rupturas de cadena
doble a las muestras analizadas en el presente estudio.

¢ Realizar los dos tipos de ensayo cometa (pH alcalino y pH neutro) juntos
para detectar rompimientos de cadena simple y doble en la misma célula
Si es que existen.

e Realizar analisis de microdelesiones para las muestras que no resultaron
con dafio en el ADN y que tienen una calidad seminal normal.
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Tabla anexo 1. Quimioterapéuticos de riesgo que provoquen infertilidad

Agentes de alto riesgo

Agentes de bajo riesgo

Actinimicina D

5-fluorouracilo (5-FU)

Bulsufin 6-mecaptopurina (6MP)
Carboplatino Bleomicina

Carmustina Citarabina

Cloranbucil Dacarbazina

Cisplatino Daunorubicina (adriamicyn)

Ciclofosfamida

Doxorrubicina

Citarabina Epirrubicina
Ifosfamida Etoposido VP-16
Lomustina Fludarabina
Melfalan Metrotexato

Mostaza nitrogenada (mecloretamina)

Mitoxantrona

procarbazina

Tioguanina 6-TG

Tiotepa

Vinblastina

Vincristina

(ACS, 2014).
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