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Estudio del Dano del ADN Espermatico
en Pacientes Infértiles

RESUMEN

Se diagnostica infertilidad conyugal a una pareja que lleva buscando sin éxito el embarazo por
un periodo de al menos doce meses. Se ha estimado que este tipo de trastornos afecta
aproximadamente al 15% de las parejas en edad reproductiva, y que en alrededor del 50% de los
casos de infertilidad conyugal subyace un factor masculino. El dafio en el ADN espermatico se
relaciona con la fertilidad del varon, asociandose con tasas de fecundacion disminuidas in
vivo e in vitro, con deficiencias en el desarrollo del embrion pre-implantatorio y con tasas de
aborto aumentadas. Existen varias técnicas de seleccion de espermatozoides y varios métodos
para evaluar la fragmentacién del ADN espermatico en una muestra seminal. Sin embargo, no
todos se aplican cotidianamente en la clinica ya sea por su elevado costo, por la falta de estudios
que avalen su utilidad y su inocuidad, o porque no existe un consenso para la interpretacion del
resultado que cada técnica arroja y su relacion con la infertilidad. Intentando contribuir con la
solucidn de estas carencias, el objetivo de este estudio fue analizar el uso de diversas técnicas de
detecciébn de dafio del ADN espermatico en una poblacion de hombres infértiles
correlaciondndolas con los pardmetros del espermograma clasico. Ademas nos propusimos
comprobar si la combinacion de las técnicas de seleccion de espermatozoides swim-up y MACS-
Anexina-V (del inglés: Magnetic Activated Cell Sorting), puede mejorar la calidad de una
muestra espermatica. Se analizaron dos pruebas de deteccidn de dafio del ADN espermatico: el
test de naranja de acridina (NA), que detecta roturas en las moléculas de ADN vy el test de
dispersion de la cromatina (SCD, del inglés: Sperm Chromatin Dispersion), que se basa en la
decondensacion diferencial de la cromatina nativa y fragmentada para evidenciar dafio en el
ADN. Se encontré que el test SCD concuerda mejor que el test NA con los parametros del
espermograma clasico relacionados con la capacidad fecundante del espermatozoide (morfologia
y motilidad espermatica). En adicion a estos test, también se evaluaron dos protocolos de
seleccion espermatica, uno simple y comunmente usado (swim-up convencional) y otro maés
complejo y en etapa de experimentacion (MACS-Anexina-V). Se hall6 que el swim-
up convencional disminuye significativamente el porcentaje de espermatozoides con dafio en su
ADN de 27,79+12,95% a 11,00+7,53% (P<0,0001). Consistentemente, tras la separacion por
swim-up, muestras con indices de fragmentacién basales mas elevados presentan una
disminucion del porcentaje de espermatozoides con ADN dafiado méas notable que aquellas con
indices de fragmentacion basales mas pequefios, ya que los resultados del test SCD basal se
correlacionan directamente con la variacion del porcentaje de espermatozoides con ADN
fragmentado (r=0,815; P<0,0001; siendo r el coeficiente de correlacion de Pearson). El dafio en
el ADN de los espermatozoides tiende a aumentar conforme avanza la edad del paciente luego
del procesamiento del semen por swim-up (r=0,361; P<0,05). De acuerdo a nuestros resultados,
la aplicacion de MACS-Anexina-V en combinacion con la técnica de swim-up mejora la
obtencion de espermatozoides moviles progresivos (de 74,75+7,54% a 85,50+£7,33%), y
morfol6gicamente normales (de 4,50+2,52% a 7,00+1,41%). Dicha combinacion de técnicas
mejor0 también las caracteristicas ultraestructurales de los espermatozoides evaluadas por
microscopia electrénica de transmision (MET) (de 11+2,65% a 22,67+0,58% de cabezas



normales), y disminuyo los indices de fragmentacion del ADN espermatico (de 21,50+6,61% a
2,50+2,65% de espermatozoides con dafio en su ADN). Sin embargo los resultados obtenidos
indican que la mejora significativa de la mayor parte de los pardmetros evaluados esta dada por
el swim-up y no por la separacion magnética. Esto indica que el swim-up convencional parece ser
una excelente técnica de seleccion per se, no siendo necesarias metodologias adicionales
sofisticadas y/o costosas como la separacion magnética, para mejorar la calidad de una muestra
espermatica.

INTRODUCCION

Se ha estimado que aproximadamente un 15% de las parejas que intenta concebir por un periodo
de doce meses 0 mas no alcanza su objetivo (Dey, 2010), lo que se denomina infertilidad
conyugal. Si bien generalmente no atenta contra la vida de los individuos de la pareja, la
infertilidad conyugal produce importantes dafios psicoldgicos a sus integrantes, muchas veces
llevandolos a tratamientos largos y costosos, no siempre obteniendo resultados acordes. Al
evaluar los posibles origenes de la infertilidad de la pareja, aproximadamente un 30% de las
causas responden al factor masculino por si solo, con un 20% adicional que corresponde a
factores masculinos en combinacién con causas de origen femenino. Teniendo en cuenta estos
datos, la incidencia del factor masculino en la infertilidad conyugal asciende a mas de un 50 %
(Ferlin et al., 2007).

El analisis del semen es la prueba mas importante en el inicio del diagndstico de infertilidad
masculina y debe ser necesariamente realizado por técnicos entrenados para asegurar la
confiabilidad de los resultados (Menkveld, 2007; WHO, 2000). Un espermograma basico
completo debe incluir un analisis fisico o macroscépico en donde se evalle el volumen de la
muestra, su pH, su olor y color, su viscosidad y su licuefaccion; y un estudio microscopico que
tenga en cuenta el recuento y la concentracion de espermatozoides, su motilidad, su morfologia y
su vitalidad, ademéas de la presencia de otras células en el eyaculado discriminando entre
leucocitos, células de la progenie espermatica y células epiteliales. Para la correcta interpretacién
del resultado, el espermograma debe contener la informacion referente a la obtencion de la
muestra y al tiempo de abstinencia sexual previo a la obtencion. (revisado en Menkveld, 2007,
WHO, 1999; WHO, 2010).

Sea con fines diagndsticos, para la realizacion de diferentes ensayos, 0 como requisito previo
para la realizacion de cualquier técnica de reproduccién asistida, la muestra de semen debe ser
procesada. La preparacion del semen tiene como finalidad:
- separar a los espermatozoides del plasma seminal;
- aislar los espermatozoides moviles de los inmoviles, de los espermatozoides muertos, y
de las demas células presentes en el eyaculado;
- aportar un medio de cultivo cuya composicion apoye la homeostasis del espermatozoide
(revisado en Sanchez et al., 2009; WHO, 2010).

Existen varios métodos de preparacion del semen con distintos niveles de complejidad. El
procesamiento de una muestra por dilucion y lavado es la estrategia mas simple y se recomienda
su aplicacion en la preparacion de muestras normozoospérmicas' para inseminacion artificial
intra-uterina (IAIU) (WHO, 2010). Masivamente utilizada en los laboratorios de reproduccion

! Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) se dice que una muestra es normozoospermica cuando la
concentracion (o el nimero total) de espermatozoides, el porcentaje de espermatozoides méviles progresivos y el
porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales, igualan o superan los limites inferiores de los rangos
de referencia (WHO, 2010).



asistida es la técnica de separacion de espermatozoides mediante gradiente de densidad, que
consiste en la colocacion de una alicuota de semen sobre una columna liquida compuesta por la
superposicion de capas de soluciones con densidades crecientes. La centrifugacion de estas
preparaciones hace que las células migren hasta su punto isopicnico (del griego picnos = denso)
(Arangino y Del Giacco, 1995). Los espermatozoides maduros por ser células compactas
alcanzan la capa de mayor densidad y sedimentan en el fondo del tubo de donde pueden ser
facilmente recogidos (Sanchez et al., 2009). También muy utilizadas son las técnicas de
migracion o swim-up que se basan en el movimiento propio de los espermatozoides desde el
semen al medio de cultivo. EI swim-up directo se realiza colocando una capa de medio de cultivo
sobre una alicuota de semen. Dicha capa es recogida luego de incubar la preparacion para
permitir la migracion hacia ella de los espermatozoides (Sanchez et al., 2009; WHO, 2010). La
técnica swim-up convencional difiere de la anterior en que el semen es lavado una o dos veces
por dilucién y centrifugacion antes de colocar la capa de medio de cultivo, que en este caso se
deposita sobre el pellet celular (Sanchez et al., 2009). La ultima edicion del manual de la OMS
recomienda el uso del swim-up directo en muestras cuya motilidad espermética esté disminuida y
los pardmetros recuento y concentracion no se alejen de los rangos de normalidad. Esto se debe a
que la cantidad de espermatozoides recuperada por swim-up es baja en comparacion con el
rendimiento de otras técnicas. Los gradientes de densidad estan recomendados para muestras con
bajo recuento, bajo porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales, o motilidad
espermatica comprometida (WHO, 2010). Pese a que en dicho manual no se aconseja realizar
lavados previos al swim-up, la realizacion de estos lavados garantiza la separacion del plasma
seminal con todos sus posibles componentes infecciosos, por lo que el swim-up convencional
sigue siendo la técnica de eleccion de muchos laboratorios (Bjorndahl et al., 2005).

El factor masculino se relaciona directamente con la capacidad fecundante del espermatozoide y
para evaluarla los parametros del espermograma basico no son suficientes. A partir de un
espermograma alterado es posible diagnosticar “infertilidad masculina”, pero salvo particulares
excepciones, las anomalias detectadas en el espermograma no refieren a la etiologia o al origen
fisiopatoldgico de la infertilidad (Oehninger et al., 2000). El desconocimiento de esto Gltimo
Ileva a dificultades en el manejo clinico del paciente que pueden resultar en “sobre-tratamiento”
o “sub-tratamiento”, pudiendo una pareja padecer infertilidad aun cuando el espermograma no
presente alteraciones. Es asi que en la mayoria de los casos se hace necesaria una segunda
instancia de pesquisa en el esquema de diagnostico que vaya mas alld de los pardmetros
“basicos” del espermograma. Si bien es cierto que el pardmetro que mejor se ha correlacionado
con la capacidad fecundante del espermatozoide, tanto in vivo como in vitro, es la morfologia
espermatica siguiendo los criterios estrictos de andlisis de espermatozoides (criterio estricto de
Tygerberg) 2 (Kruger et al., 1986; Donnelly et al., 1998; Coetzee y Kruger, 2007; Kruger y
Franken, 2004; Ombelet et al., 1997), se han desarrollado otros ensayos que apuntan a la
evaluacion de la funcionalidad del gameto masculino y sus resultados también se han
correlacionado en mayor o menor medida con la fertilidad del varén (Oehninger et al., 2007). La
mayor parte de ellos no se han incluido adn en el estudio seminal de rutina y son considerados
por la OMS como procedimientos opcionales o de experimentacion (WHO, 2010).

Existen varios test para el estudio de la interaccidén entre los espermatozoides y el mucus
cervical, como el clasico test post-coital desarrollado para determinar el ndmero de
espermatozoides activos en la muestra de mucus, asi como su comportamiento y sobrevida a
distintos tiempos post-coito (WHO, 2010). Todos presentan el inconveniente de la introduccion

2 . , . , s epe
En lo que sigue de éste trabajo cuando se hable de morfologia espermadtica, y salvo que se especifique que se
trata de la morfologia ultraestructural, se estara haciendo referencia a este criterio de clasificacion morfoldgica.



del mucus, de composicion y caracteristicas extremadamente variables, por lo que el valor
prondstico de estos ensayos es discutido (van der Steeg et al., 2004). Analizando la interaccion
espermatozoide-ovocito el test de hemizona consiste en la incubacion de una cantidad
estandarizada de espermatozoides junto con la mitad de una zona peltcida microdiseccionada,
seguida de un recuento de los espermatozoides adheridos a la cara externa de la hemizona
(WHO, 2010; Oehninger et al., 2007). Este test presenta alta especificidad y sensibilidad, asi
como un alto valor predictivo para resultados de fertilizacion in vitro (Oehninger et al., 2000),
pese a ello esta limitado al acceso no siempre sencillo a zonas pellcidas y al equipamiento para
seccionarlas. Otra prueba funcional que presenta buen valor pronéstico para resultados de
fertilizacion in vitro es la evaluacion de la reaccion acrosémica inducida con iondforos de calcio,
fluido folicular, pentoxifilina, o por disminucion de la temperatura; pero los valores de corte no
son del todo claros y cambian segun el método de induccidn y la estrategia de visualizacion que
se utilice. Ademas la especificidad de este tipo de pruebas es generalmente baja (Oehninger et
al., 2000). El ensayo de penetracion espermatica o test de hamster se utiliza para estudiar la
penetracion de los espermatozoides del paciente en ovocitos de hdmster desprovistos de su zona
pelcida. Si bien no hay un valor de corte consenso y la tasa de resultados falsos positivos que
arroja es muy alta (Oehninger et al., 2000), este test provee informacion sobre la naturaleza
fusiogénica de las membranas de la cabeza de los espermatozoides capacitados (WHO, 2010). El
avance en la tecnologia de los sistemas computarizados de anélisis de espermatozoides (CASA,
del inglés: computer-aided sperm analysis) permite cada vez con mayor confiabilidad, recabar
datos acerca de las caracteristicas cinematicas de los espermatozoides (WHO, 2010). Pese a que
por tratarse de un sistema automatizado elimina el error introducido por la subjetividad del ojo
humano, los controles de calidad, la calibracién del equipo, y el constante monitoreo del mismo,
son requisitos necesarios para la confiabilidad de la informacidn que el sistema brinda. Ademas
el costo del equipamiento limita la accesibilidad de la técnica, siendo aun discutible la relacion
costo-beneficio teniendo en cuenta el valor prondstico de sus resultados para con los resultados
obtenidos con las técnicas de reproduccion asistida (TRA) (Oehninger et al., 2007).
Recientemente se ha visto que el dafio en el ADN de los espermatozoides estd directamente
correlacionado con la capacidad fecundante de dichas células tantoin vivocomo in
vitro (Spano et al., 2000; Evenson et al., 2002). Asimismo, el indice de fragmentacion del ADN
espermatico se mantendria mas constante a lo largo del tiempo respecto a otros parametros
seminales comunmente evaluados (Zini et al., 2001). Ademas, la integridad del ADN
espermatico se asocia con un posterior desarrollo embrionario normal (Aitken, 2006).

En el proceso de fecundacion el espermatozoide provee al ovocito de un juego cromosémico
haploide para asi restaurar la condicion diploide necesaria para el normal inicio del desarrollo del
cigoto. Es crucial entonces que el material genético se transfiera integro e intacto desde el
espermatozoide al ovocito. Sin embargo, en el analisis de cualquier muestra de semen vy
especialmente en el semen humano, se encontrarda con mayor o menor frecuencia,
espermatozoides que presentan su ADN fragmentado (Goséalvez et al., 2006).

El dafio en el ADN de las células germinales masculinas se asocia con tasas de fertilizacién
disminuidas tanto en condiciones normales como cuando se aplican TRA como IAIU o
fertilizacion in vitro (FIV). Se ha comprobado que el porcentaje de espermatozoides con dafio en
su ADN se relaciona con la aparicion de deficiencias durante el desarrollo del embrién pre-
implantatorio y con un aumento de las tasas de aborto (Sakkas et al., 1998; Aitken y Krausz,
2001; Duran et al., 2002; Benchaib et al., 2003; Bungum et al., 2004; Zini y Libman, 2006). La
descendencia de pacientes con elevados niveles de dafio en el ADN de sus espermatozoides,
presenta una mayor incidencia de enfermedades genéticas dominantes, infertilidad y cancer



cuando se compara con la descendencia de individuos con niveles normales de dafio en el ADN
espermatico (Aitken y Krausz, 2001; Aitken et al., 2004).

Se ha intentado establecer el o los origenes del dafio en el ADN del espermatozoide. De las
multiples teorias generadas, tres parecen ser las méas convincentes: (1) estrés oxidativo generado
por un desbalance entre la produccion de especies oxigeno-reactivas por parte de
espermatozoides y leucocitos y la actividad antioxidante del plasma seminal, (2) alteraciones en
el empaquetamiento de la cromatina dadas por una actividad alterada de la enzima topoisomerasa
Il durante el reemplazo de histonas por protaminas en el proceso de maduracion espermatica, y
(3) "apoptosis abortiva”, esto es, eventos apoptdticos que normalmente ocurren durante la
espermatogénesis, se descontrolan por razones que aln se desconocen, arrojando en el eyaculado
espermatozoides que han entrado en la via apoptética (Tarozzi et al., 2007). Por otro lado la
exposicion a contaminantes xenobidticos ingeridos durante la alimentacion, la ingesta de ciertos
farmacos, las infecciones en el tracto genital asociadas con leucocitospermia, los episodios de
fiebres altas, una temperatura testicular elevada, o una edad avanzada, pueden ser factores que
contribuyan al dafio observado en el ADN espermatico (Aitken y De luliis, 2007; Goséalvez et al.,
2006).

Diversos métodos se han desarrollado con el objetivo de detectar dafio en el ADN de
los espermatozoides, intentando correlacionar los resultados de los distintos test con la
infertilidad masculina, existiendo ventajas y desventajas en cada uno (Evenson et al., 2002). En
nuestro pais alguno de ellos ha sido incluido en los protocolos de diagndstico, pero no existen
estudios de los beneficios que esto pueda implicar en nuestra poblacion.

Para estudiar la fragmentacion del ADN espermético se pueden utilizar basicamente dos
estrategias:

1. Estudiar la capacidad diferencial que presenta la cromatina y en particular el ADN,
para desnaturalizarse frente a determinados tratamientos. Dentro de esta tactica se
pueden utilizar técnicas tales como el Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA;
Evensonet al, 1999), el DNA Breakage Detection-Fluorescence In Situ
Hybridization (DBD-FISH; Fernandez et al., 2000), el ensayo cometa bajo condiciones
desnaturalizantes  (Singhet al., 1988) 'y el testSperm  Chromatin
Dispersion (Fernandez et al., 2003; Fernandez et al., 2005).

2. Marcar las roturas en la hebra de ADN incorporando moléculas trazadoras en ciertos
extremos de la rotura. Para ello es posible servirse de técnicas con procesos
enzimaticos para la incorporacionin situde nucle6tidos marcados, tales como
la Terminal dUTP Nick-End Labeling (TUNEL,; Lopes et al., 1998) o la In Situ Nick
Translation (ISNT; Gorczyca et al., 1993); o incorporar agentes como el naranja de
acridina que permiten diferenciar cuando se intercalan en una molécula de ADN intacta
0 cuando lo hacen en una dafiada (test de Naranja de Acridina, NA; Hurst y Roy,
1985).

Entre los test mas utilizados para la evaluacion del nivel de fragmentacion del ADN espermatico
en el semen humano, el SCD se destaca por su facil y rapida aplicacion, la estabilidad en la
lectura de los resultados y la posibilidad de detectar diferentes niveles de dafio en el ADN del
espermatozoide (Gosalvez et al., 2006). El test se basa en la induccion de una decondensacion
diferencial de la cromatina entre aquellos espermatozoides que presentan su ADN fragmentado
con respecto a aquellos que lo mantienen intacto. EI ADN del espermatozoide se encuentra unas
seis veces mas compactado que el del cromosoma mitético y organizado en bucles de menor



tamafo que los de las células somaticas, anclados a la matriz nuclear. Dichos bucles se
compactan por la accién de las protaminas que estabilizan rigidamente la estructura a través de la
formacion de puentes disulfuro entre ellas. Si se rompen estos enlaces y se usa una solucion
especifica de lisis para extraer proteinas, los bucles de ADN se relajan constituyendo halos
alrededor de la estructura nuclear central residual y si se realiza un tratamiento desnaturalizante
acido, aquellos espermatozoides que presentan su ADN fragmentado no liberan bucles de ADN y
no generan halo de dispersion de cromatina, o si lo hacen éste es de muy pequefio tamafio. Por el
contrario los espermatozoides sin fragmentacion en su ADN generan amplios halos de dispersion
de los bucles de cromatina (Gosalvez et al., 2006). La discriminacion visual directa es muy clara
y evidente. Con ello presente se realiza el recuento en la muestra y se calcula el indice de
fragmentacion del ADN, expresandose como el porcentaje de espermatozoides con ADN dafiado
en la muestra (Goséalvez et al., 2006).

El test de Naranja de Acridina se basa en la naturaleza metacromatica de este colorante que
intercalandose en el ADN doble hebra (nativo) en forma de mondmero, emite fluorescencia
verde, mientras que cuando se asocia con hebras simples de ADN (desnaturalizado o extremos
de roturas) forma un agregado que emite fluorescencia roja-anaranjada. El resultado del test se
informa como el porcentaje de espermatozoides con fluorescencia verde sobre el total de
espermatozoides evaluados (Cortés-Gutiérrez et al., 2007; Shamsi et al., 2008; Eggert-Kruse et
al., 1996). Chohan y cols. (2008) realizaron un estudio comparativo de técnicas de deteccién de
dafio en el ADN espermatico. En dicho trabajo hallaron que el test NA arrojaba indices de
fragmentacion del ADN espermatico significativamente mas altos que los demas ensayos
testeados. Asimismo no encontraron correlacion entre los resultados del test NA y los resultados
de las demas pruebas (entre ellas el test SCD), tanto en pacientes infértiles como en los controles
fértiles, y atribuyen esto a la escasa reproducibilidad del resultado del test NA.

La interpretacion de los diversos test utilizados deberia por un lado ser capaz de identificar
pacientes con dificultad para concebir pero también establecer opciones terapéuticas. Dichas
opciones para individuos con elevados indices de fragmentacion del ADN espermético no son
muchas, sus beneficios no son del todo claros o convincentes y dada su reciente aparicion la
mayoria se encuentra en etapa de experimentacién (Aitken et al., 2008).

Aitken y colaboradores clasifican las estrategias terapéuticas existentes en dos grandes grupos;
un primer grupo engloba a todas las técnicas que tras una seleccién logran aislar solo
espermatozoides con bajos niveles de dafio en su ADN, mientras que el segundo consiste en los
tratamientos con antioxidantes (Aitken et al., 2008).

La seleccion de espermatozoides sin dafio en su ADN a partir de una muestra con elevado indice
de fragmentacion para su uso en TRA es indirecta. Esto es, son seleccionados en base a otro
criterio (migracion electroforética, un marcador de membrana, caracteristicas morfoldgicas, etc.)
y se infiere que el dafio en su ADN Yy ese criterio estan positivamente correlacionados.

En 2006 se reportd el uso de un procedimiento de separacion celular mediante columnas
magnéticas empleando como conjugado la molécula de Anexina-V, como posible método de
separacion de espermatozoides en la practica clinica (Magnetic Activated Cell Sorting, MACS-
Anexina-V; Said et al., 2006). La anexina-V es una proteina de union a fosfolipidos que tiene
alta afinidad por la fosfatidilserina. Esta ultima normalmente se encuentra en la cara interna de la
bicapa fosfolipidica que constituye la membrana celular. La externalizacion de la fosfatidilserina
hacia la cara externa de la bicapa es uno de los primeros eventos que ocurren cuando una célula
entra en proceso de muerte programada (apoptosis). En este fendmeno reportado en



espermatozoides humanos (Barroso et al., 2000; Weng et al., 2002) se baso la idea de conjugar
esferas submicroscopicas superparamagnéticas con anexina-V e incubar muestras procesadas de
semen humano con ellas, para luego hacer pasar esta suspension por una columna sometida a un
fuerte campo magnético, de manera que aquellos espermatozoides que hayan adherido
microesferas a su membrana queden retenidos en la columna, separandolos asi de los
espermatozoides no apoptéticos que fluyen a través de la columna (Said et al., 2005). Se vio que
la suspension con los espermatozoides que fluian libremente a través de la columna presentaba
indices de fragmentacion del ADN espermaético significativamente menores que los niveles
hallados en la muestra antes de la separacion (Said et al., 2006). Se demostréo ademas que la
aplicacion de esta estrategia de seleccion aumenta la proporcion de espermatozoides capaces de
fecundar (Said et al., 2008b). Pese a que la técnica continda en fase de experimentacion se ha
publicado recientemente su utilizacion como complemento en TRA para el tratamiento de
pacientes con elevados indices de fragmentacion del ADN espermaético (Dirican et al., 2008). El
nacimiento del primer nifio sano concebido mediante MACS-Anexina-V se publicé a principios
de 2010 (Rawe et al., 2010).

Recapitulando, el factor masculino esta presente en alrededor del 50% de los casos de
infertilidad conyugal, y los parametros evaluados en el espermograma clasico no siempre son
suficientes para lograr un diagndstico preciso. Ademas el dafio en el ADN espermatico, impacta
negativamente en los resultados de TRA relacionandose con infertilidad y pudiendo explicar
muchos casos de infertilidad idiopatica. Existen varios métodos de deteccion de fragmentacion
del ADN espermatico. También son varias las opciones terapéuticas disponibles para pacientes
con elevados indices de fragmentacion y atn no hay consenso sobre un algoritmo de diagnéstico
y tratamiento para estos pacientes. Teniendo en cuenta todo lo anterior y que en nuestra
poblacion no existen estudios dentro de ésta linea, es que se plantean los objetivos que a
continuacion se detallan.

OBJETIVO GENERAL

Analizar el uso de diversas técnicas de deteccion de dafio del ADN espermatico en una poblacion
de hombres infértiles correlacionandolas con los parametros del espermograma clasico, ademas
de comprobar si la combinacion de las técnicas de seleccion de espermatozoides swim-up y
MACS-Anexina-V puede mejorar la calidad de la muestra espermatica.

La hipotesis testada fue que el dafio del ADN espermatico se correlaciona con los pardmetros
espermaticos indicadores de infertilidad masculina y que la técnica swim-up/MACS-Anexina-V
es capaz de mejorar la calidad del semen mediante la eliminacion de espermatozoides dafiados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analizar y comparar dos métodos de deteccion de dafio en el ADN espermatico
(SCD y NA), en pacientes infértiles.

2) Correlacionar los datos obtenidos respecto al dafio del ADN espermatico, con los
parametros evaluados en el espermograma convencional, antes y después de un
método rutinario de seleccion (swim-up).

3) Determinar la eficiencia de la seleccion de espermatozoides por swim-up/MACS-
Anexina-V cotejandola con la eficiencia de la seleccion por swim-up Unicamente.



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Fig. 1 — Esquema del disefio experimental. Se detallan los pasos de las dos selecciones de espermatozoides
realizadas, las fracciones obtenidas, los pardmetros testeados en cada una de ellas y el n (nimero de muestras)
estudiadas. SCD=Sperm Chromatin Dispersion; NA=Naranja de Acridina; MET=Microscopia Electrénica de
Transmision; MACS=Magnetic-Activating Cell Sorting.

MATERIALES Y METODOS
Pacientes.

Se trabajo con 50 pacientes con infertilidad conyugal, seleccionados del programa de
fertilizacion in vitro (FIV) del Centro de Reproduccion Humana del Interior (Cerhin). Todos
fueron sometidos a un examen fisico estandar para descartar volumen anormal de las glandulas
reproductivas y/o presencia de varicocele. De ellos 7 fueron excluidos del estudio por presentar
una concentracion espermatica basal insuficiente para realizar la técnica de swim-up y los demas
ensayos (<2x10°/mL). A las muestras de semen de los 43 pacientes restantes se les realizé el
estudio de rutina basal y la separacion por swim-up. La fragmentacion del ADN de la fraccion
basal y de la obtenida por swim-up de todas las muestras se estudié por el test SCD. Ademas a 24
muestras elegidas al azar se les realizo el test de NA en la fraccion basal. En la fraccion
seleccionada por swim-up de las 43 muestras se analizé la concentracién y la motilidad
espermatica. Se escogieron 4 muestras con un recuento total superior a 200x10° espermatozoides



para testear el proceso de seleccion que combina swim-up y MACS-Anexina-V. En las
fracciones obtenidas durante dicho proceso se analiz6 concentracion, motilidad, morfologia,
fragmentacion del ADN espermatico (test SCD), y caracteristicas ultraestructurales (MET).
(Figura 1)

Obtencidn de las muestras y estudio basal.

Las muestras de semen se recolectaron por masturbacién luego de una abstinencia sexual de 2 a
7 dias en recipientes plasticos descartables estériles para analisis clinicos. Luego de la
licuefaccion se evaluo el pH y las caracteristicas macroscépicas del semen (volumen, viscosidad,
turbidez, color, presencia de codgulos gelatinosos). El analisis microscépico se realizd en
camara de Makler (Sefi-Medical Instruments, Haifa — Israel) con magnificacion 200X y en
microscopio de campo claro (Olympus CH) evaluandose por duplicado y en al menos 200
espermatozoides la motilidad®, su concentracién en millones por mililitro, el recuento total en
millones de células, y la presencia en la muestra de otros tipos celulares (Fraccion Basal).

Evaluacion de la morfologia espermética.

La morfologia espermaética se evalud segun el criterio estricto de Tygerberg en microscopio de
campo claro (Olympus CH) empleando una lente objetiva 100X, bajo aceite de inmersion
(magnificacion final 1000X). Para ello se realizaron extendidos en portaobjetos que luego de
fijarlos en metanol absoluto se tifieron con hematoxilina de Harris. Para la evaluacion de la
morfologia en la fraccion basal, los extendidos se realizaron con 10 pL de la muestra fresca
luego de su licuefaccion. Para la evaluacion de la morfologia en la fraccion “swim-up”, los
extendidos se realizaron con 10 L de la suspension producto de la seleccidn de espermatozoides
por swim-up (ver mas adelante). Se estudié un minimo de 200 espermatozoides por preparado y
se registro el porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales.

Seleccion de espermatozoides por Swim-Up.

La técnica de swim-up empleada se conoce como swim-up convencional (Sanchez et al., 2009;
Franco Jr. et al., 2000; Ahumada et al., 1998). Brevemente, tras su licuefaccién las muestras se
lavaron dos veces en medio Hepes-Modified Human Tubal Fluid with Gentamicin (Irvine
Scientific, Santa Ana CA, USA) suplementado al 10% con Serum Substitute Suplement, (MHTF-
SSS, Irvine Scientific) para descartar el plasma seminal. Sobre cada pellet obtenido se colocaron
500 pL de mHTF-SSS. Luego de incubar a 37°C durante 60 minutos se recolectaron los
sobrenadantes ahora enriquecidos con espermatozoides maviles (Fraccion Swim-up).

Seleccidn de espermatozoides por MACS-Anexina-V.

La seleccion de espermatozoides por MACS-Anexina-V se realiz6 segun las especificaciones del
fabricante con minimas modificaciones. Para ello las fracciones “swim-up” se lavaron con
Binding Buffer 1X (Miltenyi Biotec, Germany) (BB), y se incubaron en una suspension de
microesferas submicroscépicas superparamagneticas conjugadas con anexina V (Miltenyi
Biotec) durante 25 minutos a temperatura ambiente bajo agitacion continua moderada. Luego la
suspension se paso a traves de una columna (MS Columns, Miltenyi Biotec) sometida a un fuerte
campo magnético (0,5 T entre los polos del magneto, mas de 1,5 T entre las esferas metalicas de
la columna). La fraccion que se recolecté tras el pasaje a través de la columna se corresponde

’Se trabajo con los valores de “motilidad progresiva”, siendo éstos las categorias “A+B” segiin OMS, 1999



con la fraccion de espermatozoides anexina (-) mientras que la que quedd capturada en la
columna fue la fraccién anexina (+). Ambas se lavaron en mHTF-SSS. Los parametros
cinematicos se evaluaron inmediatamente después de la recoleccion y tras una incubacién de 30
minutos a 37° informandose esta Ultima medicion. Las determinaciones de morfologia,
fragmentacion del ADN y MET se realizaron luego de la incubacién. Todo el procedimiento se
Ilevo a cabo en condiciones de esterilidad en camara de flujo laminar horizontal.

Estudio de la fragmentacion del ADN espermatico.

Test de dispersion de la cromatina (Sperm Chromatin Dispersion Test)

El test se realizd segin modificaciones introducidas por Fernandez y colaboradores en 2005
(Fernandez et al., 2005), incluyendo las muestras en un microgel de agarosa de bajo punto de
fusion (Agarosa Il Low Melting Point, Amresco, USA) en un portaobjetos pretratado con una
lamina de agarosa al 1% (Agarosa A, BioBasic, Canadd) y realizandoles un tratamiento de
desnaturalizacion acida (HCI) y uno de lisis (2-amino-2(hidroximetil)-1,3-propanediol (Tris)
0.001-2M (Amresco); Triton X100 0.1-3% (Amresco); NaCl 1-3M (Amresco); dithiothreitol
(DTT) 0.001-2M (Amresco)) para su posterior tincién con solucion de Wright y su observacion
en microscopio de campo claro (Olympus CH) bajo un aumento de 400X. Se evaluaron 200
espermatozoides por duplicado y se registro el promedio de los porcentajes de espermatozoides
con ADN fragmentado.

Test de Naranja de Acridina (NA).

Este test se realizo en extendidos de espermatozoides sobre portaobjetos fijados overnight con
metanol y &cido acético en proporciones 3:1 y tefiidos con solucién de Naranja de Acridina (0,19
mg/mL) al reparo de la luz. Las preparaciones se observaron en microscopio de epifluorescencia
(Nikon) a 400 aumentos con una longitud de onda de excitacion de 450-490 nm. Tras evaluar
200 espermatozoides por lamina se registré el porcentaje de espermatozoides con dafio en su
ADN.

Analisis de las muestras mediante microscopia electronica de transmisién (MET).

Para el estudio de las caracteristicas ultraestructurales de los espermatozoides por MET, una
alicuota de 0,5-1,0 mL de cada fraccidn espermatica se centrifugd durante 5 minutos a 6000 rpm.
Los pellets obtenidos fueron resuspendidos y fijados durante toda la noche en una solucién de
paraformaldehido (PAF) al 4% (v/v) en buffer fosfato (PB) con 2,5% (v/v) de glutaraldehido, pH
7.2-7.4. La post-fijacion se realiz6 en la Unidad de Microscopia Elecrénica de la Facultad de
Ciencias (UDELAR) exponiendo los pellets a una solucion de tetréxido de osmio al 1% (v/v)
durante una hora. Luego de sucesivos lavados en PB, el material se deshidrat6 mediante pasajes
por soluciones de etanol de concentracion creciente seguidos de acetona ppa al 100% (v/v). Acto
seguido las muestras fueron embebidas en araldita (Fluka) de concentracién creciente, e
incluidas en bloques de araldita pura que se polimerizaron en estufa a 60°C durante 48hs. Se
realizaron cortes semi y ultrafinos (250-500nm y 50-70 nm respectivamente) de las
preparaciones con un ultramicrétomo RMC MT-X (RMC Products, Arizona, USA) con una
cuchilla de diamante Diatome. Los cortes fueron contrastados con una solucién acuosa de
acetato de uranilo a saturacion, seguido de citrato de plomo (Reynolds) y se examinaron en un
microscopio electrénico de transmision Jeol JEM-1010 (Jeol, USA) a 80 kV. Las imagenes
fueron capturadas mediante una cdmara digital Hamamatsu C-4742-95 (Hamamatsu Photonics
UK Limited, United Kingdom) y procesadas en el programa Photoimpact 4.2. Por cada fraccion



se analizaron al menos 100 secciones de cabezas y 100 correspondientes a colas espermaticas.
Las caracteristicas ultraestructurales se clasificaron segin Chemes y Rawe (2003) (ver figura 12)
y se expresaron como media + desvio estandar (media + SD) del porcentaje del total de secciones
observadas de cada preparacion.

Andlisis estadistico.

El analisis estadistico de los resultados se llevd a cabo utilizando el software JMP 8.0 Statistical
Discovery Software (SAS Institute Inc.) y el SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc.). Para las
diferencias entre medias se utilizd t-test y ANOVA, y en la busqueda de asociaciones se
utilizaron analisis bivariados o multivariados aplicando el test de correlacion de Pearson. Valores
de P<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

RESULTADOS -1-

Anaélisis comparativo de dos métodos de deteccion de dafio en el ADN espermatico
(SCD y NA) en pacientes infértiles.
Comparacion de los resultados del test SCD y del test NA con su correlacién con parametros del
espermograma convencional (morfologia y motilidad).

Se comparé el resultado de los estudios de asociacion de la morfologia segun criterios de
Tygerberg y la motilidad progresiva, con la fragmentacién del ADN espermatico cuando ésta se
mide por NA o SCD, en las 24 muestras evaluadas con ambas técnicas.

Se encontrdé que los resultados del test SCD se correlacionan significativamente de manera
inversa con la motilidad progresiva (r= -0,656, P<0,0005; Figura 2A, ver también figura 6), y
que tienden a asociarse también inversamente con la morfologia segin Tygerberg. (r= -0,266,
P>0,05; Figura 2C, ver también figura 4). No se hallaron asociaciones significativas ni
tendencias cuando se analiz6 la correlacion de los mismos parametros con los resultados del test
de NA. (Figuras 2B y 2D)
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evaluacion de dafio en el ADN
con su correlacion con motilidad
y morfologia. Diagramas de
dispersion de los andlisis de
correlacion de la fragmentacion del
ADN espermatico evaluada por
SCD con la motilidad progresiva
(A) y la morfologia segun
Tygerberg (KRUGER) (C); y de la
fragmentacién evaluada por NA
con la motilidad progresiva (B) y la
morfologia  segun  Tygerberg
(KRUGER) (D). En los casos en
que la correlacion no es
estadisticamente significativa se
muestra la linea de tendencia en

azul. n=24 (r, coeficiente de correlacién
de Pearson; NA, naranja de acridina)



Correlacion entre los resultados del test SCD y del test de NA para la determinacion de la
fragmentacion del ADN espermatico.

Cuando se compararon las determinaciones de los indices de fragmentacion del ADN por NA
con los resultados del test SCD realizado sobre las mismas muestras frescas no se encontro
correlacion significativa alguna entre ambas pruebas (r= -0,143; P>0,05). (Figura 3A)

Debido a que no se observo correlacion entre SCD y NA y a que el primer test concuerda mejor
con los parametros del espermograma clasicamente relacionados con la capacidad fecundante del
espermatozoide, en este trabajo la fragmentacién del ADN espermatico se continud evaluando
mediante el test SCD.
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Fig. 3 — Pruebas de SCD y NA de deteccion de dafio en el ADN -

espermético. A) Diagrama de dispersion del analisis de correlacion entre las

dos técnicas de deteccion de dafio. n=24 (r, coeficiente de correlacién de Pearson) B)

Espermatozoides tratados con NA, verde, NA(-), ADN nativo, F naranja, C
NA(+), ADN fragmentado. C) Espermatozoides tratados con SCD, F sin halo

de dispersion de la cromatina, ADN fragmentado; N halo de dispersion

presente, ADN nativo.

-2

Correlacion entre daifo del ADN espermatico con los parametros evaluados en el espermograma
convencional, antes y después de un método rutinario de selecciéon (swim-up).

Relacién entre la fragmentacién del ADN espermético y la edad del paciente.

El promedio de edad de los pacientes incluidos en el estudio fue igual a 36,45+5,79 afios, con un
rango comprendido entre los 25 y los 50 afios. Debido a que se ha reportado una relacién entre
dafio espermatico y edad de los pacientes infértiles (Vagnini et al., 2007), se estudio la relacion
entre estas dos variables discriminando entre el nivel de fragmentacién del ADN espermatico de
la fraccion basal, la fraccion post-swim-up y la variacion entre ambos. (Figura 3) Se encontrd una
asociacion significativa entre la edad y el indice de fragmentacion de la fraccién espermatica
seleccionada por swim-up (P<0,05). Dicha asociacion es directa (r=0,361). (Figura 3B)
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Fig. 3 — Relacién entre la edad y la fragmentacion del ADN espermatico (SCD). Los diagramas de dispersion
presentan los resultados del analisis bivariado de la edad vs. el indice de fragmentacién del ADN espermatico
medido por test SCD de la fraccién basal (A), el de la seleccionada por swim-up (B) y la diferencia entre ambos (C).
En cada uno se muestra la correlacion existente entre las variables evaluadas. En A y C puede verse la linea de
tendencia. n=43 (r, coeficiente de correlacién de Pearson)

Relacién entre la morfologia espermaética segun criterios estrictos y la fragmentacién del ADN.

Del andlisis bivariado de la morfologia espermatica segun criterios de Tygerberg y el porcentaje
de espermatozoides con ADN dafiado se observo una tendencia de correlacién (no significativa
estadisticamente) entre la morfologia y la fragmentacion del ADN de la fraccion basal, que se
acentuo cuando la morfologia basal se correlacioné con la fragmentacion del ADN de la fraccion
seleccionada por swim-up. No se evidencié ninguna correlacion cuando se estudié la morfologia
con la diferencia entre los indices de fragmentacién del ADN de las fracciones mencionadas.
(Figura 4)
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Fig. 4 — Relacion entre la morfologia espermaética y la fragmentacién del ADN espermatico (SCD). Los
diagramas de dispersion presentan los resultados del analisis bivariado de la morfologia segun criterios de Tygerberg
(KRUGER) vs. el indice de fragmentacidn del ADN espermatico medido por test SCD de la fraccion basal (A), el de
la seleccionada por swim-up (B) y la diferencia entre ambos (C). En cada uno se muestra la correlacion existente

entre las variables evaluadas y las lineas de tendencia. n=43 (r, coeficiente de correlacién de
Pearson)



Relacion entre la motilidad progresiva y la fragmentacion del ADN espermético.
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nimero de muestras que se manejaron ya que a algunas muestras no se les analiz6 la motilidad

post-swim-up.

Se encontrd que la motilidad progresiva y la fragmentacion del ADN de los espermatozoides se
relacionan de manera inversa (r= -0,642), y que esta relacion es estadisticamente significativa

(P<0,0001). (Figura 5)

Efecto de la seleccion de espermatozoides por Swim-Up sobre el indice de fragmentacién del

ADN.

El indice de fragmentacion del ADN
espermatico evaluado mediante el test
SCD de la fraccion de espermatozoides
seleccionada por swim-up fue
significativamente menor que el indice de
fragmentacion hallado en la fraccion basal
(P<0,001). La variacién media entre los
indices mencionados fue de
aproximadamente 17 puntos porcentuales.
(Tabla 1; Figura 6A)

Tabla 1 - Fragmentacién del ADN espermatico (SCD) de
la fraccion basal y la seleccionada por swim-up. Los
valores representan el porcentaje de espermatozoides con
ADN fragmentado sobre el total evaluado. La Gltima columna
corresponde a la diferencia entre las dos primeras. Los datos
se presentan como media+desvio estandar. " indica diferencia
significativa entre los dos valores (P<0,001) n=43

BASAL SWIM-UP  VARIACION

27,79+12,95  11,00+7,53 16,79+9,79
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Fig. 6 — Fragmentacién del ADN espermatico evaluado por test SCD de las fracciones basal y post-swim-up.
A) En el grafico se muestran apareados los valores del porcentaje de espermatozoides con ADN fragmentado de
ambas fracciones. B) Diagrama de dispersion que esquematiza el resultado del analisis de asociacién de ambas
variables. C) Diagrama de dispersion que esquematiza el resultado del analisis de asociacion de los indices de

fragmentacion del ADN espermatico basal y la variacion del indice de fragmentacion basal y post-swim-up. n=43
(r, coeficiente de correlacion de Pearson)

El estudio de la asociacion entre estas variables mostré una correlacién positiva entre los indices
de fragmentacion del ADN espermaético basal y post-swim-up (r=0,659), siendo ésta correlacion
estadisticamente significativa (P<0,0001) (Figura 6B). El indice de fragmentacion del ADN
evaluado en la fraccion basal se correlaciond positivamente con la variacion observada entre los
indices de fragmentacion del ADN espermatico basal y post-swim-up (r=0,815), siendo dicha
correlacion significativa (P<0,0001) (Figura 6C).

-3-

Determinacién de la eficiencia de la seleccion de espermatozoides por swim-up/MACS-Anexina-
V cotejandola con la eficiencia de la seleccién por swim-up Unicamente.

Efecto de la seleccion de espermatozoides por swim-up/MACS-Anexina-V en la fragmentacion
del ADN espermatico, en la cinematica y en la morfologia segun criterios estrictos.

Los resultados de los pardmetros cinematicos, la morfologia segun criterio de Tygerberg, y la
fragmentacion del ADN espermatico evaluada por el test SCD, analizados durante el proceso de
separacion por swim-up/ MACS-Anexina-V se presentan en la tabla 2. Los dos ultimos
parametros estudiados en cada fase del proceso de seleccién espermatica se muestran graficados
en lafigura 7.



El examen cinematico mostrd una mejora significativa (P<0,001) de la movilidad progresiva en
la primera fase de la seleccion, esto es, debida a la separacién de espermatozoides por la técnica
de swim-up, prevista ya por los resultados antes expuestos. La comparacion de este mismo
pardmetro antes y después del pasaje de los espermatozoides a través de la columna no reflejo
significancia estadistica. La movilidad de los espermatozoides que quedaron atrapados en la
columna durante la separacién, luego de ser eluidos resulto ser significativamente menor que la
movilidad de las demas fracciones.

El indice de fragmentacién del ADN espermatico mostré también una mejora significativa
(P<0,05) en la primera etapa de la seleccion, lo que concuerda con los resultados antes
mencionados en el apartado “Efecto de la seleccion de espermatozoides por Swim-Up sobre el
indice de fragmentacion del ADN” de esta seccion. El indice de fragmentacion del ADN de los
espermatozoides seleccionados por MACS-Anexina-V fue significativamente menor (P<0,05)
que el indice de fragmentacion detectado en la muestra basal, pero no se encontrd diferencia
estadisticamente significativa cuando se compard con la muestra seleccionada por swim-up, que
fue la suspension de células que ingresé a la columna®. La diferencia entre el indice de
fragmentacion del ADN de los espermatozoides retenidos en la columna durante la separacion y
el de aquellos que fluyeron a través de la misma fue significativa (P<0,05).

La morfologia espermatica evaluada segun criterios estrictos de Tygerberg no mostré cambios
significativos durante el proceso de seleccion. Solamente se encontr6 una diferencia
estadisticamente relevante entre las fracciones espermaticas separadas por las columnas, las
fracciones ANEXINA (-) y ANEXINA (+) (P<0,05).

Tabla 2 — Efecto de la seleccion de espermatozoides por swim-up/MACS-Anexina-V. Cada columna representa
una de las instancias de la separacion; la muestra de partida (BASAL), la primera seleccion (SWIM-UP) y los
productos finales de la separacion (ANEXINA (-) y ANEXINA (+)). La morfologia espermatica se evalud segln
criterios estrictos de Tygerberg, la fragmentacion del ADN espermatico por el test SCD y la movilidad progresiva
segun lineamientos de la OMS (1999). Todos los valores representan medias£SD. Aquellos que llevan un mismo
subindice difieren significativamente entre si (con P<0,001 para motilidad, P<0,05 para fragmentacion del ADN y
morfologia). n=4

BASAL SWIM-UP  ANEXINA (-) ANEXINA (+)

MOVILIDAD

PROGRESIVA v o ; ihe
% espermatooides moviles 74,757,541 00,25¢556 %% 85,50+7,33°  10,759,36 *"

progresivos (A+B)

FRAGMENTACION

DEL ADN 17 1 ”3 3
% espermatozoides con ADN  21,90£6,61 5,75%2,75 2,50%2,65 ~ 51,50+30,12

dafiado

MORFOLOGIA 4,50+2,52 5,25+2,75 7,00+1,41" 0,75%0,96"

% espermatozoides normales

*Ver “Separacion de espermatozoides por MACS-Anexina-V” en la seccion “Materiales y Métodos”
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Fig. 7 — Efecto de la seleccién de espermatozoides por swim-up/MACS-Anexina-V en la morfologia y la
fragmentacion del ADN espermatico. A) Indices de fragmentacion del ADN espermatico evaluados por test
SCD de las distintas fracciones del proceso de seleccidn de espermatozoides por swim-up/ MACS-Anexina-V. El
grafico presenta la media con los desvios estandar de los porcentajes de espermatozoides con dafio en su ADN de
todas las fracciones. Las barras con un mismo subindice difieren significativamente entre si (P<0,05). B)
Morfologia espermética segun criterios estrictos de Tygerberg de las fracciones del proceso de seleccidn. El
grafico presenta la media con los desvios estdndar de los porcentajes de espermatozoides normales de todas las
fracciones. * indica diferencia significativa entre las barras (P<0,001). n=4

Efecto de la seleccién espermatica por swim-up/MACS-Anexina-V en las caracteristicas
ultraestructurales de los espermatozoides.

Las caracteristicas ultraestructurales de los espermatozoides a lo largo del proceso de seleccion
fueron estudiadas por MET como se detalld en la seccion “MATERIALES Y METODOS”. En
primera instancia se catalogaron las cabezas y colas como normales o anormales y se expresaron
como porcentaje del total. Se consider6 normal una cabeza espermatica cuando su cromatina se
presentaba compacta y uniforme, sin rarefacciones intranucleares que ocupasen mas del 20% del
nucleo, con membranas continuas y de aspecto uniforme, con un acrosoma de espesor constante,
contenido uniforme, adherido al nucleo y recubriéndolo en un 40% - 70%, sin restos
citoplasmaticos 0 membranosos y con forma global tipica (Figura 12.1). Un corte de cola normal
se contabiliz6 cuando presentaba el arreglo microtubular tipico (9 pares periféricos mas un par
central) en el centro del flagelo, rodeado por membranas uniformes (Figura 12.2) y, dependiendo
de la seccion, una vaina de mitocondrias también uniforme (Figura 12.13). Toda cabeza o cola
con alguna desviacion en alguna de estas caracteristicas fue considerada anormal.

Luego se discrimind en cuanto a las caracteristicas ultraestructurales afectadas en las cabezas y
colas. Se consideraron liticas aquellas cabezas con disrupciones en sus membranas, contenido
nuclear diseminado y/o con signos de degradacion (Figura 12.3); binucleadas cuando pudo
observarse una clara division en el nacleo (Figura 12.4) y con restos de membrana o citoplasma
cuando a pesar de observarse normales para los demas parametros, presentaban restos
membranosos o citoplasmaticos de un tamafio mayor al 20% del tamafio de la cabeza (Figura
12.5). La cromatina se clasific6 como madura cuando se presentaba compacta y uniforme



(Figura 12.6); inmadura cuando se presentaba granular (Figura 12.7); o con presencia de
rarefacciones intranucleares cuando éstas ocupaban més del 20% del ndcleo (Figura 12.8). Los
acrosomas se consideraron de forma alterada cuando su morfologia se desviaba de la normal
(Figura 12.9); desplazados o “festoneados” cuando no se encontraban adheridos al nucleo y se
veian como en la figura 12.10; miniacrosomas cuando no alcanzaban a cubrir el 40% del nucleo
(Figura 12.11); reaccionados cuando se observaban segmentados, en forma de “vacuolas” y/o
con su contenido disperso (Figura 12.12). Dentro de las anomalias de cola se distinguié entre
colas con elementos microtubulares supernumerarios cuando ademéas de los pares candnicos
presentaban uno o méas pares de microttbulos (indicado con flecha en la figura 12.13); con pares
ausentes, en especial con ausencia del par central o configuraciéon microtubular “9+0” (Figura
12.14); con desorganizacion total del axonema cuando los pares de microtdbulos se mostraban
rompiendo la configuracion canonica (Figura 12.15); con el axonema desplazado del centro del
flagelo; y colas con hemiaxonema cuando se observaban como se indica en la figura 12.16.

En la tabla 3 se muestran los resultados de dicho estudio. Su representacion grafica puede verse
en la figura 8. El anélisis estadistico de la morfologia de las cabezas esperméticas mostrd que
aumentaba el porcentaje de cabezas normales junto con el avance del proceso selectivo (P<0,05).
Los porcentajes de cabezas normales y de colas normales en la suspension de espermatozoides
retenida en la columna de separacidn resultaron significativamente menores que los hallados en
la fraccion celular seleccionada (P<0,05). No se encontraron diferencias significativas a lo largo
de la seleccion para las demas caracteristicas estudiadas.
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Fig. 8 — Swim-up/MACS-Anexina-V y ultraestructura. Histogramas del porcentaje de espermatozoides con la
caracteristica ultraestructural estudiada por MET segUn la etapa de la seleccion por swim-up/MACS-Anexina-V. A)
Cabezas normales; B) Colas normales; C) Cromatina madura; D) Cabezas liticas. Las barras de error corresponden
al desvio estandar. Las barras con subindices iguales difieren significativamente entre si (P<0,05).



Tabla 3 — Resultados del estudio ultraestructural de los espermatozoides por MET durante la seleccién
espermatica usando swim-up/MACS-Anexina-V. Las columnas representan las etapas del proceso de seleccion
mientras que en las filas se detallan las caracteristicas ultraestructurales estudiadas. Los resultados se presentan
como media de porcentajestdesvio estandar salvo en la columna “ANEXINA (+)” donde los desvios estandar son
cero. Los valores con subindices iguales difieren significativamente entre si (P<0,05).

BASAL SWIM UP ANEXINA (-) ANEXINA (+)
NORMAL 11,00 * 2,65° 19,00 + 1,00® 22,67 + 0,58% 3 ¢
< | ANORMAL 89,33 + 2,89 81,00 + 1,00 75,67 + 3,21 97
% LiTICA 8,00 + 6,00 1,33 + 0,58 0,33 + 0,58
© | BINUCLEADA 1,33 + 0,58 0,00 + 0,00 0,33 + 0,58
RESTOS CIT. 17,00 * 5,29 19,00 * 5,29 14,67 * 5,77
s COMPACTA MADURA 41,00 + 18,00 37,67 + 9,81 46,00 + 8,00 33
% GRANULAR INMADURA 39,67 + 3,06 42,33 + 8,62 38,67 + 10,69 31
S | VACUOLAS/RAREF.NUCL. 25,00 + 8,89 23,67 + 11,24 23,00 + 7,00 29
NORMAL 43,00 + 14,00 63,00 + 13,89 59,67 + 10,21 21
ANORMAL 56,67 + 13,32 36,00 + 13,89 40,67 + 9,87 79
<§( FORMA ALTERADA 20,00 + 9,85 11,67 + 5,86 12,00 £ 1,00 6
g DESPL/FESTONEADO 9,67 + 4,62 10,00 £ 2,00 11,67 £ 2,52 4
§ MINIACROSOMA 2,33 + 0,58 1,67 £ 1,15 2,67 + 0,58
REACC/VACUOL/C.DISPER 19,33 £ 16,20 10,67 + 6,81 12,33 £ 9,29 61
AUSENTE 5,00 + 7,00 2,00 + 1,00 2,00 + 1,00 7
NORMAL 40,00 + 13,23 55,33 + 4,73 59,33 + 3,21° 42 ¢
ANORMAL 60,00 * 13,23 44,67 + 4,73 40,67 + 3,21 58
ELEM.SUPERNUMERARIOS 20,33 + 5,03 20,67 + 11,59 24,00 + 6,24 11
< | PARES AUSENTES 9,33 + 451 6,00 + 1,00 4,67 + 4,73 11
8 [9+0 4,67 + 2,08 2,33 + 231 4,00 * 2,65 9
DESORG. TOTAL 14,33 + 2,52 4,67 + 3,06 3,33 + 231 15
DESPLAZ. AXONEMAL 2,00 + 1,00 833 + 551 1,67 * 0,58 7
HEMIAXONEMA 11,00 + 3,61 2,00 + 1,00 2,67 + 2,89 6

Relacién entre la morfologia espermatica segin criterios de Tygerberg y las caracteristicas
ultraestructurales de la cabeza.

El estudio de correlacion entre la Fig. 9 — Relacién entre la
morfologia evaluada  segun morfologia segiin Tygerberg
criterios estrictos de Tygerberg y B y el porcentaje de cabezas
el porcentaje de cabezas normales |5 & normales  segin  MET.
segin MET muestra que estos dos |3 %10_ Diagrama  de  dispersion
parametros tienden a asociarse de 2 donde con el resultado de la
manera pogitiva (r:0,594; 51 correlacion entre el porcentaje
P=0,07). (Figura 9) No se 40123456 7 8 9 | deespermatozoides normales
encontraron asociaciones entre la = segin Tygerberg (KRUGER)
morfologia segl]n_ Tygerberg y las Elipse de densidad P=0,50 Z cozl?igil;:te deN“chTr.elaciér;_ldg
demas caracteristicas de la cabeza pearson)

estudiadas por MET (enumeradas
en la tabla 3).

Relacion entre la fragmentacion del ADN espermatico y las caracteristicas ultraestructurales.
Se analizaron las asociaciones entre el indice de fragmentacion del ADN medido por el test SCD

con las caracteristicas ultraestructurales de los espermatozoides evaluadas por MET. Se hallo que
dicho indice y el porcentaje de cabezas ultraestructuralmente normales se correlacionan



negativamente y que ésta correlacion es francamente evidente y estadisticamente significativa
(r=-0,916; P<0,0003). (Figura 10A) Con el porcentaje de espermatozoides liticos el indice de
fragmentacion del ADN se relaciona positivamente (r=0,835; P<0,003). (Figura 10B) Con el
porcentaje de colas ultraestructuralmente normales, el indice de fragmentacion del ADN de
nuevo se asocia en forma negativa (r= -0,873; P<0,002). (Figura 10C) Entre los demas
pardmetros ultraestructurales estudiados y el indice de fragmentacién del ADN no se encontrd
ninguna correlacién estadisticamente significativa.
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Fig. 10 — Relacion entre la fragmentacion del ADN y las caracteristicas ultraestructurales. Diagramas de
dispersion en donde se muestran los resultados de los andlisis de asociacion entre el indice de fragmentacion del
ADN espermético medido por el test SCD y el porcentaje de cabezas normales (A); el porcentaje de
espermatozoides liticos (B); y el porcentaje de colas normales (C); los tres pardmetros estudiados por MET.
n=10 (r, coeficiente de correlacién de Pearson)

Relacién entre la motilidad espermaética progresiva y las caracteristicas ultraestructurales de la
cola.

Se estudiaron las caracteristicas ultraestructurales de la cola evaluadas por MET y la motilidad
progresiva de los espermatozoides en busqueda de asociaciones entre ellas. Se encontrd que la
motilidad progresiva se correlaciona negativamente y de forma significativa con algunas
anomalias ultraestructurales de la cola que refieren a la organizacion de las fibras del flagelo
como la ausencia de algun par de microtubulos (r=-0,560; P<0,02; Figura 11A), la ausencia del
par central (configuracion 9+0) (r= -0,632; P<0,05; Figura 11B) y la desorganizacién total del
axonema (r=-0,632; P<0,05; Figura 11C).
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Fig. 11 — Relacién entre anomalias ultraestructurales de la cola y la motilidad progresiva. Diagramas de
dispersion que grafican los resultados del andlisis de correlacion de la motilidad progresiva con la ausencia de pares
microtubulares en el flagelo (A); la ausencia del par central (B); y la desorganizacién total del axonema (C). En A,
n=20; en By C n=10. (r, coeficiente de correlacion de Pearson)

En los ultimos 3 apartados el “n” de los estudios de asociacion es 10 ya que se realizaron
incluyendo todas las muestras con analisis ultraestructural sin importar la fraccion del proceso de
seleccion.
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Figura 12 — Micrografias electrdnicas.

12.1 — Cabeza normal

12.2 — Cola normal

12.3 — Cabeza litica

12.4 — Cabeza binucleada

12.5 — Espermatozoide con restos citoplasmaticos y de membranas

12.6 - Cromatina compacta madura. A pesar de la madurez de la cromatina este
espermatozoide es anormal (notese la invaginacion del acrosoma)

12.7 — Cromatina granular inmadura. Pese a su morfologia correcta, este espermatozoide se
califica como anormal por la inmadurez de su cromatina.

12.8 — Espermatozoide con rarefacciones nucleares (vacuolas intranucleares)

12.9 — Acrosoma con alteraciones de forma

12.10 — Acrosoma desplazado/festoneado. El acrosoma claramente se ve desplazado de su
posicion normal.

12.11 — Miniacrosoma. Las puntas de flecha indican los limites del acrosoma que cubre menos
del 40% de la cabeza.

12.12 — Acrosoma reaccionado. La punta de flecha indica restos/vacuolas acrosémicos.

12.13 — Cola con elementos supernumerarios. La cola con el par supernumerario esta
sefialada con la punta de flecha.

12.14 — Cola con configuracion microtubular 9+0. La punta de flecha sefiala un par
supernumerario presente en este flagelo.

12.15 — Desorganizacion total de la cola. A la izquierda de esta micrografia se ven tres
flagelos cuya configuracion microtubular es de desorganizacion total. En la esquina inferior
derecha puede verse una cola normal.

12.16 — Hemiaxonema. En el centro de la micrografia se ve un hemiaxonema sefialado con la
punta de flecha. También puede verse una cola normal (arriba) y un flagelo “9+0” (abajo).

DISCUSION

La fragmentacidn del ADN espermatico es un parametro que se incluyo en el estudio seminal de
rutina hace relativamente poco tiempo y no se cuenta con valores de corte claramente
establecidos (Makhlouf y Niederberger, 2006). Tanto es asi que la ultima edicion del manual de
la OMS poco dedica a este tema y no esté incluida su determinacién dentro de los ensayos de
rutina recomendados (WHO, 2010). Quizas por falta de comprension sobre el significado de este
dafio en los pacientes concretos, en la clinica andrologica se ha generado cierto escepticismo
(especialmente en nuestro medio) respecto a la necesidad de analizar este tipo de alteraciones. A
pesar de ello, Aitken y De luliis (2010) recomiendan que el estudio del dafio del ADN
espermatico en un paciente infértil deberia ser considerado debido a que constituye un factor de
riesgo que atenta contra el normal desarrollo de los embriones y posiblemente también de su
progenie.

Dependiendo del tipo de dafio, de cuando éste es producido durante el desarrollo espermatico, o
de la region del genoma afectada, el embridén puede repararlo antes de su primera division
mitotica con relativa eficiencia. Asi, las probabilidades de que en la generacion F1 aparezca un
fenotipo producto del dafio en el ADN introducido por el espermatozoide no son altas (se estima
1 en 100.000), pero el hecho de que nazcan nifios normales tras TRA con espermatozoides con
ADN dafado no significa necesariamente que sean genética o epigenéticamente normales o que



el dafio no genere cambios fenotipicos en generaciones futuras. (Revisado en Aitken y De luliis,
2010).

Las técnicas desarrolladas para la evaluacion de la fragmentacion del ADN en espermatozoides
difieren en el modo en que evidencian el dafio cromatinico, en el equipamiento que requieren y
en la interpretacion del resultado que proveen (Goséalvez et al., 2006). En este trabajo se eligieron
dos por su bajo costo y su procedimiento rapido y sencillo. Al intentar relacionar los resultados
de ambas técnicas aplicadas sobre las mismas muestras con la motilidad progresiva encontramos
una correlacién inversa con el test SCD y una tendencia directa con NA. Siendo la motilidad un
parametro evidente de calidad de una muestra espermatica, tiene sentido que las muestras con
mas bajos porcentajes de espermatozoides moviles presenten mayor cantidad de espermatozoides
con su ADN dafiado. Ademas otros autores han reportado esto mismo evaluando la
fragmentacion del ADN espermatico mediante la técnica de TUNEL (Ramos y Wetzels, 2001;
Duran et al., 2002; Mahfouz et al., 2010) Teniendo en cuenta la morfologia, no encontramos
asociaciones estadisticamente significativas con ninguna de las dos metodologias de deteccion de
dafio empleadas.

No se encontro relacion entre los resultados de ambos test aplicados sobre las mismas muestras.
Tampoco se vio la disminucién post-swim-up del indice de fragmentacién observada por SCD
cuando se determind por NA (dato no mostrado), hecho que refuerza la idea de que ambas
técnicas no se correlacionan.

Surge entonces la interrogante de cuél de los dos ensayos es mas confiable. De acuerdo con la
base de ambas técnicas, el test de NA evidencia fracturas en el ADN de un modo mas directo que
el test SCD, por lo que seria correcto pensar que los resultados del primero reflejan méas la
realidad de la integridad cromatinica que los del segundo. Como ya se vio, el test SCD marca
roturas en el ADN de forma indirecta, basandose en la decondensacion diferencial de la
cromatina dafiada con respecto a la cromatina intacta, mientras que el naranja de acridina es un
intercalante que al asociarse con ADN monocatenario fluoresce en rojo y con ADN nativo se
asocia como mondmeros que fluorescen en verde. La visualizacion de los espermatozoides
tratados con el test SCD no requiere de equipos con fluorescencia, y la discriminacién entre los
espermatozoides con y sin dafio en su ADN es sencilla y muy evidente. (Figura 3C) No ocurre lo
mismo con el test de NA, donde la fluorescencia pocas veces es verde 0 roja/anaranjada como se
ve en la figura 3B. En su lugar, la sefial se presenta en una gama de tonalidades entre los colores
mencionados, dificultando enormemente la distincién de los espermatozoides cuyo ADN esta
sano de aquellos en los que no lo esta, aumentando mucho la subjetividad del analisis. Por estas
razones se eligio el test SCD para realizar el resto del trabajo. Esto no quiere decir que ambas
técnicas no puedan ser complementarias una vez que se entiendan mas los mecanismos que
subyacen a la fragmentacion del ADN espermatico, ya que mas alla de la subjetividad, los
distintos resultados observados podrian ser explicados por las bases moleculares de naturaleza
diferente de cada una de las técnicas.

Para su uso en TRA y muchas veces con fines diagndsticos, las muestras de semen deben ser
procesadas para separar a los espermatozoides del plasma seminal o para seleccionar
espermatozoides en base a algin pardmetro. Cada laboratorio segun su experiencia, teniendo en
cuenta el uso que se le vaya a dar a la muestra de semen y sus caracteristicas, tiene establecida la
técnica de procesamiento a emplear con la misma. Para esta segunda parte se utilizé la técnica de
swim-up convencional por ser la de uso de rutina de muchos laboratorios, incluido el del centro
de donde se reclutaron los pacientes de este trabajo.



Los resultados indican que la preparacion de semen mediante swim-up disminuye
significativamente el indice de fragmentacion del ADN espermatico de la muestra seleccionada
respecto de la muestra de partida. Esta mejora ademas es muy eficiente, ya que las muestras con
indices de fragmentacion mas elevados presentan una disminucion mas notable que aquellas con
indices de fragmentacion basales mas pequefios.

Ademas, encontramos que la influencia de la edad del paciente en la integridad del ADN de sus
espermatozoides solamente se hace evidente cuando la fragmentacion es evaluada luego del
procesamiento de la muestra. Los analisis bivariados de la edad del paciente y los indices de
fragmentacion indican que el dafio en el ADN de los espermatozoides tiende a aumentar
conforme avanza la edad y esta tendencia es clara y significativa cuando la integridad de la
cromatina se evalla luego de la preparacion del semen por swim-up. A su vez podria decirse que
la disminucién del porcentaje de espermatozoides con dafio en su ADN producto de la seleccion
espermatica del swim-up tiende a ser menor a medida que la edad aumenta. La relacion entre
edad de los pacientes y dafio del ADN espermatico se debe tener en cuenta en el manejo del
hombre infértil, especialmente cuando se utilizan TRA. Recientes descubrimientos sefialan que
el uso en TRA de muestras de semen de pacientes afiosos que presentan dafio en el ADN de los
espermatozoides esta asociado con la aparicion en la descendencia de trastornos neurolégicos
poligénicos como epilepsia, esquizofrenia espontanea, autismo y enfermedad bipolar (Aitken y
De luliis, 2010).

Cuando analizamos la morfologia espermaética de la fraccion basal respecto de la fragmentacion
del ADN, observamos que muestras con bajos porcentajes de espermatozoides normales tienden
a presentar indices de fragmentacion del ADN elevados. Esta tendencia se acentla cuando la
fragmentacion se evalta luego de la seleccion de espermatozoides por swim-up. Pese a ello,
ninguna de estas tendencias fue estadisticamente significativa. Estos resultados concuerdan con
la idea de que la relacién entre la fragmentacion del ADN y la morfologia espermatica no es ain
del todo clara (Winkle et al. 2009; Avendano y Oehninger, 2010).

En lo que tiene que ver con la motilidad, corroboramos la existencia de una fuerte relacion entre
esta y la fragmentacion del ADN. Como se menciond mas arriba, la movilidad es el mas claro
signo de vitalidad del espermatozoide. Si bien individualmente no tiene por qué haber una
relacion entre movilidad y calidad de la célula, se acepta que muestras de semen que presentan
alta motilidad espermaética son de mejor calidad que muestras con baja motilidad (Bartoov et al.,
1991; Donnelly et al., 1998). No extrafia entonces que muestras con buenos porcentajes de
espermatozoides moviles presenten bajos niveles de fragmentacion del ADN espermatico.
Ademas vemos que el swim-up, separando espermatozoides en base a su movilidad, los
selecciona también reduciendo el indice de fragmentacion del ADN de la muestra de semen. Esto
sugiere la existencia de alguna relacion entre la integridad cromatinica y la cinematica de éstas
celulas.

En las TRA y sobre todo en el ICSI la “seleccion natural” del espermatozoide que se da durante
el proceso de fecundacion in vivo debe ser sustituida por métodos de seleccidon espermatica in
vitro. En ese sentido y buscando la optimizacion de esta “seleccion artificial”, testeamos en este
trabajo la aplicacion de MACS-Anexina-V en combinacion con la técnica de swim-up.

El analisis de la motilidad y la morfologia espermaticas durante el proceso de seleccién
realizado, permite observar que esta separacion mejora ambos parametros.



El incremento significativo en la motilidad estd dado por el primer paso de la seleccion (el swim-
up). Luego del pasaje a través de la columna los espermatozoides sufren una dramatica
disminucion de su motilidad (datos no mostrados) posiblemente debido al estrés generado por la
suma de varios factores a los que son sometidos durante dicho pasaje. Estos son el campo
magnético del iman, la composicion de naturaleza pobre del medio en el que estan suspendidos
los espermatozoides (binding buffer’) y la disminucién de la temperatura que las células
experimentan (la suspension producto de la seleccion por swim-up se encuentra a 37°C, luego la
incubacién en binding buffer con las microesferas y el pasaje por la columna se realizan a
temperatura ambiente®). Tras lavar el binding buffer, sustituirlo con mHTF-SSS, e incubar la
suspension a 37°C, al cabo de un tiempo los espermatozoides recuperan la movilidad, aunque no
logran igualar la motilidad de la suspension al ingresar en la columna. (Tabla 2) Pese a esto, la
tendencia en el proceso completo es de un marcado aumento de éste parametro.

El porcentaje de espermatozoides morfologicamente normales segun criterios estrictos tendio a
aumentar durante el transcurso de la seleccion. Esta tendencia se hace mas fuerte cuando los
espermatozoides luego del swim-up son seleccionados por MACS-Anexina-V.

Se evaluo6 también el comportamiento del indice de fragmentacion del ADN espermatico durante
el proceso de seleccién. A partir de los resultados de la segunda parte de este trabajo sabiamos
que el swim-up por si solo mejoraba significativamente este indice. En las muestras tratadas con
el proceso de seleccion swim-up/MACS-Anexina-V observamos nuevamente esta mejora, que se
acentu6 (aunque no significativamente) tras el pasaje de la fraccion seleccionada por swim-up a
través de las columnas.

Al comparar estos tres pardmetros (motilidad, morfologia y fragmentacion del ADN) en las
fracciones ANEXINA (-) y ANEXINA (+) observamos que la motilidad y la morfologia son
notoriamente menores en la fraccion ANEXINA (+), mientras que el indice de fragmentacién del
ADN de sus espermatozoides es francamente mayor. Se puede afirmar entonces que la técnica de
MACS-Anexina-V separa de manera eficiente los espermatozoides teniendo en cuenta estas
caracteristicas.

La mejora significativa de la morfologia de las cabezas a lo largo de la seleccion observada en el
estudio ultraestructural de las fracciones, refuerza la validez de la marcada tendencia mencionada
anteriormente de la morfologia segun criterios estrictos analizada por microscopia dptica. Pese a
esto, segun nuestros resultados, estas dos variables no se correlacionan significativamente
(Figura 9). Cabe destacar que el porcentaje de cabezas ultraestructuralmente normales y la
fragmentacion del ADN se relacionan casi linealmente.

Por otro lado, el porcentaje de colas ultraestructuralmente normales tiende a aumentar durante el
proceso selectivo, correspondiéndose con el aumento de la motilidad progresiva hallado. Segun
nuestros resultados ambas caracteristicas estan muy fuertemente asociadas, y para las dos se
observa un salto importante entre la fraccion basal y el producto de la seleccion por swim-up, lo
que es coherente si se tiene en cuenta que la técnica de swim-up separa espermatozoides segun su
motilidad. Es esperable que los espermatozoides que presenten anomalias ultraestructurales en su
flagelo presenten también trastornos cinematicos, y por lo tanto no sean seleccionados por swim-
up. De hecho encontramos que anomalias severas del flagelo como la ausencia de pares
microtubulares, en especial del par central, y la desorganizacion total del axonema, se asocian
negativamente con la motilidad progresiva. Ademas el porcentaje de colas ultraestructuralmente

> Ver el apartado “Separacidn de espermatozoides por MACS” en la seccién “MATERIALES Y METODOS”.



normales esta significativamente disminuido cuando la muestra presenta indices de
fragmentacion del ADN espermético elevados, ya que observamos una relacion fuertemente
inversa entre ambas medidas. Reforzamos con este dato la idea de que existe una relacion entre
la cinematica del espermatozoide y la integridad de su ADN. Esta relacion seria la responsable
de la mejora en el indice de fragmentacion observada luego del procesamiento por swim-up.

La mejora en el indice de fragmentacion mencionada en el parrafo anterior tiende a acentuarse
luego de la separacion por MACS-Anexina-V, de modo que globalmente en el proceso de
seleccion la fragmentacion del ADN de una muestra de semen disminuye sensiblemente. Segun
nuestros resultados este proceso no influye sobre la madurez cromatinica observada por MET,
aunque la presencia de rarefacciones nucleares, y el porcentaje de espermatozoides liticos,
tenderian a disminuir durante la seleccion. (Tabla 3). Estos pardmetros teéricamente podrian
relacionarse con la fragmentacion del ADN, y en este trabajo corroboramos la existencia de una
correlacion directa entre esta caracteristica y el porcentaje de espermatozoides liticos. La
fragmentacion del ADN v la lisis celular son ambos eventos presentes en vias de muerte celular
(Williams et al., 1974; Cragg et al., 2000), por lo que no sorprende la correlacion hallada siendo
que se espera que el proceso de seleccion utilizado deje atras células necréticas o apoptdticas por
el fundamento de la técnica de separacion por MACS-Anexina-V. Nuestros datos sugieren que se
deberia ser cuidadoso antes de aplicar una técnica como MACS-Anexina-V en la clinica,
teniendo en cuenta la alteracion de la movilidad que sufren los espermatozoides tras el pasaje por
el magneto y el hecho de que aproximadamente en el 10% de los espermatozoides seleccionados
se observan por MET microesferas adheridas (dato no mostrado que difiere con lo planteado por
otros autores (Rawe et al., 2010; Paasch et al., 2003)).

CONSIDERACIONES FINALES

En este trabajo se han estudiado pruebas que analizan la integridad del ADN espermatico y
métodos de seleccion de espermatozoides que o bien no se han implementado en la rutina de
diagnostico y tratamiento del hombre infértil, o se estdn implementando aun en fase de
experimentacién y con resultados a lo sumo controvertidos.

Si bien de aqui no se desprende si incluir una u otra técnica de detecciéon de dafio del ADN
espermatico actua en beneficio del estudio del paciente infértil, ambas podrian dar informacion
complementaria y creemos que estudios como éste son importantes con el fin de validar
tecnologias en la préctica diagnostica clinica sobre todo en nuestro medio para lograr consensos
y establecer referencias locales.

Con respecto a las técnicas de separacion espermatica este trabajo deja ver que el swim-up
convencional parece ser una excelente técnica de seleccion y que no serian necesarias
metodologias sofisticadas y/o costosas para mejorar la calidad espermatica. Pese a que la base
tedrica de la seleccion por MACS-Anexina-V es muy prometedora, existen consideraciones
importantes antes de sugerir la aplicacion de la misma en la practica clinica. Creemos necesario
el analisis de un mayor numero de casos y el perfeccionamiento de la técnica introduciendo
variantes con el objetivo de disminuir el porcentaje de microesferas adheridas a los
espermatozoides seleccionados y minimizar el estrés que ocasiona la pérdida de la motilidad.
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