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Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar en
espermatozoides los niveles de externalizacion de
Josfatidilserina-EPS (apoptosis temprana), caspasa-3
activa, fragmentacion del ADN (eventos de apoptosis
tardios) y peroxidacion lipidica en relacién a la edad
de varones que realizan tratamientos de reproduc-
cion asistida de alta complejidad. Por otro lado, se
buscd determinar si la edad por encima de 46 asnos
se relaciona con el incremento significativo de los
niveles de estos marcadores. Para dicho propdsito se
evalud el semen de 60 varones para cuantificar los
niveles de EPS (Anexina V), caspasa-3 activa (C3A
anticuerpo), fragmentacion del ADN (TUNEL) y
peroxidacion lipidica (BODIPY). La fraccidn mévil
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de espermatozoides fue obtenida luego de un swim-
up. Una fraccion del peller fue incubada con una
alicuota de Anexina V (AnV) para evaluar la EPS
y peroxidacion lipidica (BODIPY). La fraccién res-
tante fue fijada y procesada para la evaluacion de
C3A por inmunocitoquimica (ICQ) y TUNEL. En
la poblacion estudiada, los niveles de AnV, C34,
TUNEL y BODIPY fueron 17.9 + 11.3, 9.9 + 5.1,
18.6 £ 13.1 y 20.3 + 9.3 respectivamente; encon-
trdndose una correlacion positiva con el incremento
de la edad (r = 0.32 - 0.42). Al comparar los resul-
tados entre varones menores a 45 arios versus los ma-
yores de 46, se observé un incremento significativo de
los marcadores de apoptosis y peroxidacion lipidica
(AnV=13.8 vs 25.0, C3A = 8.0 vs 13.2, TUNEL
= 14.8 vs 28.1 y BODIPY = 16.7 vs 26.5) y una
disminucion significativa en la movilidad progresiva

(37.1 +4.6v5s30.2+4.7).

Palabras claves. Edad masculina, fragmentacion
del ADN, apoprosis, peroxidacion lipidica.
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Male age and its relationship
with sperm apoptosis and lipid
peroxidation levels in ART patients

Summary

The objective of this study was to assess sperm levels of
phosphatidylserine externalization -EPS (early apop-

tosis), cleaved caspase-3 - DNA fragmentation (late
apoptosis events) and lipid peroxidation in relation

to male age. Furthermore, we wanted to determine
if male age above 46 years old is related with a sig-

nificant increase of these markers. For this purpo-

se, we evaluated 60 semen samples to quantify the
levels of EPS (Annexin V), cleaved caspase-3 (C3A

antibody), DNA fragmentation (TUNEL) and lipid
peroxidation (BODIPY). Sperm motile fraction was
obtained afier swim-up technique. A sperm fraction

was incubated separately with Annexin 'V (AnV)

and BODIPY to assess EPS and lipid peroxidation,

respectively. The remaining fraction was fixed and
processed for immunocytochemistry (C3A) and TU-

NEL evaluation. In our population, levels of AnV,

C3A, TUNEL and BODIPY were 17.9 + 11.3, 9.9
+ 5.1, 18.6 + 13.1 and 20.3 + 9.3 respectively. A

positive correlation with increasing age was found (r
= 0.32 10 0.42, p<0.05). Comparing the results bet-
ween men under 45 years versus those older than 46,

we observed a significant increase of apoptosis and
lipid peroxidation markers (AnV = 13.8 vs. 25.0,

C3A = 8.0 vs. 13.2, TUNEL = 14.8 vs. 28.1 and
BODIPY = 16.7 vs. 26.5), and a significant decrea-
se of sperm progressive motility (37.1 + 4.6 vs. 30.2
+ 4.7) was also visualized. We conclude that there is
positive correlation between apoprotic markers and
lipid peroxidation with increasing age, being signifi-
cantly higher in men older than 46 years of age.

Key words. Male age, DNA fragmentation, apopto-
sis, lipid peroxidation.

Introduccion

En el marco de la infertilidad se conoce que al-
rededor del 30% de los casos son a consecuencia
del factor masculino. Afios atrds el examen fisico
y la evaluacién del semen (morfologia, movilidad,
concentracion, etc.) han sido aspectos considera-
dos en la toma de conductas médicas dentro de los
tratamientos de reproduccién asistida. Sin embar-
go, al parecer estos estudios basicos pueden consi-
derarse insuficientes en casos particulares. Al res-
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pecto, incluso con la aparicién del ICSI (inyeccién
intracitoplasmadtica de espermatozoides) como tra-
tamiento frente al factor masculino, atin se puede
evidenciar un elevado nimero de fallas en los ciclos
con esta metodologia, lo que sugiere que podrian
existir otros factores con implicancias clinicas que
estarfan mds alld de lo usualmente estudiado.

El andlisis de la fragmentacién del ADN apor-
t6 nuevas expectativas en la busqueda de explica-
cién a las fallas repetidas de FIV-ICSI. Se ha des-
crito la importancia de la estabilidad del nicleo
espermadtico relacionado al éxito reproductivo en
humanos. Asi, el incremento significativo de los
niveles de fragmentacién del ADN estaria asocia-
do a bajas tasas de fertilizacién, implantacién em-
brionaria e incremento de abortos.'”

Tanto factores fisicos como metabélicos pue-
den inducir el dafo del ADN espermatico. Este
puede ocurrir en la espermatogénesis o durante el
trdnsito por el epididimo.*!! De igual manera, se
han descrito factores de riesgo asociados al incre-
mento de la fragmentacién del ADN, tales como:
varicocele, criptorquidia, edad avanzada, leucoci-
tospermia, teratozoospermia severa, episodios de
fiebre alta, radio y quimioterapia.'>!®

Se ha reportado que la fragmentacién del
ADN puede estar asociada a eventos de apoptosis
espermdtica.”*# Al respecto, se han detectado y
descrito marcadores de apoptosis en espermato-
zoides humanos, como: externalizacién de fosfa-
tidilserina, caspasa 3 activa, p53, etc.*?

Existe una relacién entre el incremento de es-
pecies reactivas del oxigeno (EROs) y la apoptosis
espermdtica con el consecuente dano del ADN.7"
3 El estrés oxidativo ocurre cuando la cantidad de
EROs supera la capacidad antioxidante seminal.’!
Los espermatozoides son particularmente suscep-
tibles al dano inducido por las ERO porque sus
membranas plasmdticas contienen grandes canti-
dades de dcidos grasos poli-insaturados y el cito-
plasma contiene bajas concentraciones de enzimas
reductoras.”? Esto se suma a que el espermatozoide
no dispone de mecanismos para reparar el ADN da-
fiado, siendo el ovocito el encargado de repararlo y
muchas veces con poco éxito.”?

A raiz de los trabajos publicados y de resultados
preliminares de nuestro grupo de investigacién en
relacién a la influencia de la edad masculina en
el dafio molecular del espermatozoide, el presente
trabajo tiene como objetivo determinar si los ni-
veles de apoptosis (externalizacién de fosfatidilse-
rina-EPS, caspasa 3 activa - C3A, fragmentacién
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del ADN) y peroxidacion lipidica se incrementan
a medida que aumenta la edad del vardn, asi como
también busca determinar si los varones mayores a
46 afios presentan mayores niveles de apoptosis y
peroxidacién lipidica al compararlos con varones
menores a 45 afos.

Materiales y métodos

Poblacion

Se evalu6 de manera prospectiva los sémenes
de 60 varones cuyas edades se encontraban com-
prendidas entre 28 y 68 afios. Todos los varones de
este estudio son considerados normo-gonadotréfi-
cos (segun historia clinica) y realizan tratamientos
de reproduccién asistida de alta complejidad. Se
excluyeron pacientes con enfermedades uroge-
nitales (varicocele, criptorquidia, etc.), cdncer y
oligozoospermia severa (concentracién < 5 x 10/
mL). Este estudio se realizé bajo la aprobacién del
Comité de Etica Institucional.

Reactivos y anticuerpos

Todos los reactivos, salvo excepciones, fue-
ron obtenidos de Sigma Chemical Co (St Louis,
EE.UU.) e Irvine Scientific (Santa Ana, CA,
EE.UU.). Por otro lado, el anticuerpo primario
empleado fue: caspasa-3 activa, un anticuerpo
monoclonal especifico para la proteina caspasa 3
activa (anticuerpo monoclonal anti-conejo, dilu-
cién: 1:100, Cell Signaling Technology Inc, Mas-
sachusetts, EE.UU.). El anticuerpo secundario
empleado fue: 594 anti-conejo (Molecular Probes
- Life Technologies, Oregon, EE.UU.).

Se utilizé el kit Annexin V-FITC Apoptosis Kit
(Abcam plc, Oregon, EE.UU.) para la detecciéon
de externalizacion de fosfatidilserina, y el /n situ
cell death detection kit, fluorescein (Roche Applied
Science, Mannheim, Alemania) para la deteccién
de fragmentacién del ADN (TUNEL).

El ensayo de peroxidacién lipidica se realizé
mediante la sonda fluorescente BODIPY*581/591
C11 (Molecular Probes Inc, EE.UU.).

Anidlisis seminal y preparacion de la muestra

Las muestras de semen fueron colectadas por
masturbacién (abstinencia sexual de 2-4 dias).
Luego de la licuefaccién de la muestra (30-60 mi-
nutos), se realizé el andlisis seminal y la seleccién
de espermatozoides mdéviles mediante el proce-

dimiento de Swim-up (nHTF Modified Human
Tubal Fluid, suplementado con 15% de Suero
Sintético Substituto-SSS, Irvine Scientific) segiin
los procedimientos establecidos por la Organiza-

cién Mundial de la Salud.**

Una alicuota de la muestra fue utilizada para
establecer la morfologia espermdtica segun el cri-
terio estricto de Kruger, asi como para la evalua-
cién de los niveles de: externalizacién de fosfati-

dilserina, caspasa 3 activa, TUNEL y BODIPY.

Evaluacion de peroxidacion lipidica (BODIPY®
581/591 C11)

BODIPY® 581/591 C11 fue agregado a 2 x 10°
de espermatozoides totales, alcanzando una con-
centracién final de 5 uM de BODIPY, y se dejé
incubar por 30 minutos a 37° C. Luego se proce-
di6 a lavar dos veces agregando 1mL de mHTEF-
15% SSS centrifugando a 650g por 5 minutos.
Como control positivo se emplearon espermato-
zoides que fueron incubados en mHTF - H,O,
(0.5 mM) por 24 horas. La evaluacién se reali-
z6 mediante microscopia de epifluorescencia. Se
contabilizaron 500 espermatozoides por muestra.
Se consideraron positivos aquellos espermato-
zoides que presentaron una emisién fluorescente
verde (excitacién a 488 nm, emisién a 520 nm),
(Figural).

Figura 1. BODIPY 581/591 C11.

Espermatozoides humanos marcados con BODIPY, en donde se muestra:
A) Tincion de emision 560 nm de color rojo, utilizada para el conteo total de
espermatozoide; B) Tincion de emision 520 nm de color verde, para marcacion
positiva de peroxidacion lipidica en la membrana plasmatica; C) Unién de ambos
canales; D) Marcacion positiva en los espermatozoides incubados con H202 (0.5
mM); y E) Unién de los canales rojo y verde.
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Evaluacion de externalizacion de fosfatidilserina
(EPS)

En una alicuota del pellet obtenido se evalué la
EPS mediante el Annexin V-FITC Apoptrosis Kit.
Brevemente se lavé la muestra con PBS vy el peller
se resuspendié en 500 uL del bujffer de pegado, se
agregd 5 ul de Annexin V-FITCy 5 uL de lodu-
ro de propidio (IP) y se incub6 por 5 minutos.
La deteccién fue realizada mediante microscopia
de fluorescencia. Se consideré en el estudio a los
espermatozoides vivos y apoptéticos (IP/Anexina
V*) mds no las células muertas (IP*/Anexina V~)
(Figura 2). Se contaron 500 espermatozoides.

Evaluacion de la fragmentacion del ADN (TU-
NEL) y caspasa-3 activa (C3A)

El restante de las muestras se fij6 en PBS-For-
maldehido al 2%. Seguidamente fueron lavadas y

Figura 2. Espermatozoides humanos marcados con
Anexina V e loduro de propidio.

A) IP-/Annexin V+; y B) IP+/Annexin V+.

permeabilizadas con metanol frio. Se bloquearon
los sitios inespecificos con BSA 0.5% en PBS y se
agregd el anticuerpo primario anti-C3A. Luego se
agreg6 el anticuerpo secundario Alexa-Fluor-568
(1:200). Posteriormente se incubé con la solucién
de TUNEL para finalmente lavar y montar con
Vectashield H-1000 (Vector Laboratories). Se con-
taron 500 espermatozoides mediante microscopia
de fluorescencia. Los patrones observados son re-
presentados en la Figura 3.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé con la prueba
de correlacién de Spearman y las comparaciones
entre varones con edades menores a 45 vs mayo-
res a 46 anos se realizaron mediante la prueba T
de Student para muestras desapareadas. Se tomé
en cuenta un p<0.05 para establecer diferencias
significativas. Se empled el programa estadistico

MedCalc 11.6.1 (Bélgica).

Resultados

En la Tabla 1 se presentan los resultados del
andlisis seminal de las 60 muestras y de los niveles
de marcadores de apoptosis y peroxidacién lipidi-
ca. En la Figura 4 se muestran los niveles de corre-
lacién calculados para los marcadores de apoptosis
y peroxidacién lipidica respecto a la edad, en don-
de en todos los casos se encontré una correlacién
positiva y significativa (p<0.05).

En la Tabla 2 se presentan los resultados del

Figura 3. ICC de espermatozoides humanos para la deteccion de C3A y TUNEL:

A) Normal, B) C3A+/TUNEL-, C) C3A+/TUNEL+, y D) C3A-/TUNEL+.
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andlisis seminal, marcadores de apoptosis y pe-
roxidacién lipidica, en los pacientes cuando fue-
ron agrupados segln su edad, es decir, aquellos
> 46 afos vs < 45 afos, encontrdndose que los
pardmetros seminales evaluados no varian signifi-
cativamente entre las dos poblaciones, exceptuan-
do la movilidad (significativamente menor en los
varones 46 > anos). Los pardmetros de apoptosis y
el marcador de peroxidacién lipidica aumentaron
significativamente en el grupo de varones de ma-
yor edad (Figura 5).

Tabla 1. Resultados del andlisis seminal, marcadores de
apoptosis y peroxidacion lipidica en la poblacidn de 60

pacientes.
0,

N=60 X+DS  (Limite Inf-Sup) (de'fagrﬁe/‘;ﬁa)
Edad 419+93 26 - 68 39.6 - 44.4
Concentracion 487 +22.5 8-94 42.7 -54.3
Movilidad (a + b) 345+57 20-45 33.1-36.1

Morfologia 6.7+4.9 2-23 54-8.0

Anexina V 179+11.3 3-59 14.9-20.8
(Caspasa 3 activa 99+5.1 2-25 85-11.2
TUNEL 18.6 +13.1 2-47 16.3 - 23.1
BODIPY 20.3+9.3 4-42 17.9-227

Figura 4. Niveles de correlacion entre la EDAD vs Anexina V (A), Caspasa 3 activa (B), TUNEL (C) y BODIPY (D).
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Tabla 2. Andlisis comparativo de las caracteristicas seminales, niveles de apoptosis y peroxida-
cidn lipidica entre pacientes con edades < 45 afios vs = 46 afios.

N total = 60 EDAD < 45 afios (N=38) EDAD > 46 afios (N=22) p (IC 95%)
X DS (IC 95%) X =+ DS (IC 95%)
Concentracion 49.2 +19.4 (42.8 - 55.6) 472 +27.3(35.1 - 59.3) 0.74 (4.2 -10.1)
Movilidad (a + b) 37.1+ 4.6 (355 - 38.6) 302 = 4.7 (28.1 - 32.3) 0.001 (4.3-9.3)
Morfologia 75+52(.8-92) 54+43(34-73) 010(1.8-4.7)
Anexina V 13.8 £ 8.6 (10.9 - 16.7) 25.0 + 12.1 (19.7 - 30.3) 0.0001 (5.81 - 16.5)
Caspasa 3 activa 8.0+4.2(6.6-9.4) 13.2+4.8(11.1-15.3) 0.0001 (2.8 - 19.5)
TUNEL 14.8 £ 102 (11.4 - 18.1) 28.1 + 13.4 (22.2 - 34.1) 0.0001 (7.2 - 19.5)
BODIPY 16.7 £ 8.5 (13.9 - 19.4) 26.5 + 7.3 (23.3 - 29.8) 0.0001 (5.5 - 14.2)
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Figura 5. Comparacion de los niveles de (A) Anexina V, (B) Caspasa 3 activa, (C) TUNEL y (D) BODIPY,
entre el grupo de pacientes con edad < de 45 aios vs > 46 afios (*p<0.05).
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Discusion (TRA). En reportes publicados anteriormente,

Se ha demostrado que los hombres con edad
avanzada parecen producir espermatozoides con
algin tipo de dano, por ejemplo, apoptosis, tras-
tornos en la compactacién de la cromatina, mu-
taciones genéticas y/o aneuploidias.®”*> Algunos
autores han reportado que el incremento de la
fragmentacién del ADN (TUNEL) puede estar
vinculado a pacientes con edad avanzada. Sin
embargo, s6lo algunos de estos estudios encontra-
ron alguna evidencia de un umbral en relacién a
la edad y el incremento significativo del dano del
ADN.12,16,22

Nuestro grupo de trabajo ha venido realizando
estudios de investigacién a nivel de la apoptosis
espermitica y la fragmentacién del ADN en un
gran nimero de pacientes que realizan tratamien-
tos de reproduccion asistida de alta complejidad

Reproduccién - Vol 27 / N° 2 / Junio 2012

destacamos que los pacientes con trastornos en la
morfologfa espermdtica y edad avanzada eviden-
cian mayores niveles de fragmentacién del ADN
y apoptosis.*

En el presente trabajo se evidencié de mane-
ra prospectiva que existe una correlacién positiva
entre la edad y la presencia de fragmentacién del
ADN (r = 0.36) y apoptosis (EPS r = 0.43, C3A
r = 0.40), pero a diferencia de trabajos anteriores,
se demostré una correlacién positiva con el mar-
cador de peroxidacién lipidica en la membrana
espermdtica (BODIPY) (r = 0.32), logrando con-
cluir que en este grupo de varones que no presen-
tan ninguna patologfa testicular ni alteracién del
eje hipotdlamo - hipéfisis - génada, seria la edad
que por efecto oxidativo estarfa promoviendo el
dano del espermatozoide. En otras palabras, quie-
re decir que a medida que aumenta la edad, in-
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crementa la posibilidad del dafo oxidativo y por
consiguiente podria afectar la fisiologia testicular
promoviendo la formacién de espermatozoides
danados a raiz de las EROs.7 Al respecto, se han
publicado numerosos trabajos que han descrito
el efecto negativo del dano oxidativo (EROs) en
relacién a la integridad del espermatozoide, espe-
cificamente a nivel del ADN y cémo este evento
impactaria en la fertilidad del varén.>2331-33

Por otro lado, en relacién al umbral de edad,
los trabajos previamente citados mencionan que
a partir de los 35-36 afnos se puede observar un
incremento significativo del dafio espermdtico
(fragmentacién del ADN), sin embargo, en base
a nuestros trabajos anteriores y al presente, encon-
tramos que a partir de los 46 afios no sélo se incre-
menta de manera significativa los niveles de frag-
mentacién del ADN, apoptosis y peroxidacién
lipidica, sino que también alcanzan niveles que
estan por encima de los valores normales acepta-
dos (TUNEL < 20%), siendo en nuestra muestra
un 28.1 + 13.4% (IC95% 22.2 - 34.1).

En la poblacién estudiada al momento de com-
parar los varones segtin su edad (> 46 anos vs < 45
afios) no se evidenciaron diferencias significativas
en relaciéon a la morfologia y la concentracién, a
pesar de que se observa una disminucién en el
promedio en los varones mayores a 46 afios. Por
otro lado, la movilidad progresiva (a+b) si mani-
fest6 una significativa disminucién en los varones
mayores a 46 afos. Al respecto, se sabe que el szress
oxidativo producido por EROs tiene un impacto
a nivel de la membrana plasmitica del espermato-
zoide promoviendo una disminucién de la movi-
lidad.** El presente trabajo muestra un importante
hallazgo en relacién al posible origen del dafo del
espermatozoide humano (dafo oxidativo-edad)
en los casos donde no existe una aparente causa
fisiopatoldgica.

Finalmente, este grupo de pacientes en par-
ticular podria beneficiarse con la ingesta de su-
plementacién dietética de antioxidantes que les
permita controlar el desbalance oxidativo, para lo
cual nuestro grupo de investigacién ha iniciado un
trabajo exploratorio relacionado a ese tema. Cree-
mos que el diagndstico eficaz de las patologias
subyacentes (fragmentacién del ADN, apoptosis,
y stress oxidativo) es importante para el correcto y
adecuado manejo de nuestros pacientes.
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