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RESUMEN

Antecedentes: los procesos biomoleculares asociados con el envejecimiento y la muerte celular programada durante la espermatogé-
nesis son bien conocidos, pero no su trascendencia biolégica en el esperma eyaculado, porque se ignora el comportamiento de estos
marcadores apoptdsicos en relacion con la edad del hombre.

Objetivo: evaluar el efecto del envejecimiento en la capacidad funcional del espermatozoide y su relaciéon con los procesos de muerte
celular programada.

Material y método: estudio prospectivo, transversal y analitico efectuado con muestras seminales de 25 sujetos sanos de 20 a 70 afios
de edad, que se dividieron en dos grupos [(A: menores de 40 afios) y (B: mayores de 40 afios de edad)]. Se evaluaron los parametros
seminales OMS (1999) y los procesos de transformacion biomolecular de membrana y la expresién por oligonucleosomas en la cascada
terminal de apoptosis. Se cuantificaron por medio de citometria de flujo con laser de argén como fuente de lectura a 480 nm, discriminando
los grados de celularidad negativa y positiva para cada uno de los indicadores.

Resultados: el porcentaje de células vivas con traslocacion de fosfatidil serina en la membrana (anexina-V+/Pl+) fue significativamente
superior en los hombres mayores de 40 afios (p <0.05). Estos hallazgos se enriquecen con una correlacién positiva y significativa (r=
0.50, P< 0.008), entre el biomarcador temprano y la edad de los sujetos. Respecto a la fragmentacion del ADN, a pesar de no encontrarse
diferencias estadisticamente significativas, si se observé una tendencia clara de aumento conforme mayores eran los sujetos (r=0.51).
Conclusiones: el incremento en la edad del hombre se asocia con aumento en la expresion de marcadores de apoptosis, lo que se
demuestra por la mayor expresion de la traslocacion de fosfatidil serina a nivel membranal. Asi, este estudio confirma que la edad del
sujeto se asocia con un declive en algunos de los parametros seminales.

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

ABSTRACT

Background: biomolecular processes associated with aging and programmed cell death during spermatogenesis are well known, but not
its biological significance in ejaculated sperm, because it ignores the behavior of these apoptotic markers in relation to the age of man.
Objective: To evaluate the effect of aging on the functional capacity of sperm and their relationship to programmed cell death processes.
Material and methods: Prospective, cross-sectional and analytical performed with semen samples from 25 healthy subjects 20 to 70
years old, were divided into two groups [(A: under 40 years) and (B: over 40 years age)]. Semen parameters were evaluated WHO (1999)
and transformation processes biomolecular membrane and the expression of oligonucleosomes in the terminal cascade of apoptosis.
Were measured by flow cytometry with an argon laser as a source of reading at 480 nm, the degree of cellularity discriminate negative
and positive for each of the indicators.

Results: The percentage of live cells with phosphatidylserine translocation in the membrane (annexin-V / PI) was significantly higher in
men older than 40 years (p <0.05). These findings are enriched with a significant positive correlation (r = 0.50, P <0.008) between early
biomarker and age of the subjects. With regard to DNA fragmentation, although no statistically significant differences were found, it is a
clear trend of increase as older the subjects (r = 0.51).

Conclusions: The increasing age of the man is associated with increased expression of apoptosis, as demonstrated by the increased
expression of phosphatidylserine translocation at the Membrane. Thus, this study confirms that the subject’'s age is associated with a
decline in some of the seminal parameters.

Key words: sperm, semen, apoptosis, annexin V, TUNEL, DNA fragmentation.
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RESUME

Antécédents: les processus biomoléculaires associés au vieillissement et a la mort cellulaire programmée pendant la spermatogenéese
sont bien connus, mais pas leur transcendance biologique sur le sperme éjaculé, car on ignore le comportement de ces marqueurs apop-
tosiques en relation avec I'age de 'homme.

Objectif: évaluer I'effet du vieillissement dans la capacité fonctionnelle du spermatozoide et sa relation avec les processus de mort ce-
llulaire programmée.

Matériel et méthode: étude prospective, transversale et analytique effectuée avec des échantillons séminaux de 25 hommes en bonne
santé de 20 a 70 ans, qui ont été classés en deux groupes [(A: mineurs de 40 ans) et B: majeurs de 40 ans)]. On a évalué les paramétres
séminaux OMS (1999) et les processus de transformation biomoléculaire de membrane et I'expression par oligonucléosomes dans la
cascade terminale d’apoptose. On a quantifié au moyen de cytométrie en flux avec laser d’'argon comme source de lecture a 480 nm, en
discriminant les degrés de cellularité négative et positive pour chacun des indicateurs.

Résultats: le pourcentage de cellules vivantes avec translocation de phosphatidylsérine dans la membrane (anexine-V+/Pl+) a été sig-
nificativement supérieur chez les hommes majeurs de 40 ans (p<0.05). Ces découvertes s’enrichissent avec une corrélation positive et
significative (r= 0.50, P< 0.008), entre le biomarqueur précoce et 'age des hommes. Quant a la fragmentation de 'ADN, malgré le fait
de n’avoir pas trouvé de différences statistiquement significatives, on a observé une claire tendance d’augmentation selon la supériorité
d’age des hommes (r=0.51).

Conclusions: 'augmentation de 'dge de 'homme est associée avec une augmentation dans I'expression des marqueurs d’apoptose,
ce qui se démontre avec la majeure expression de la translocation de phosphatidylsérine au niveau de la membrane. Ainsi, cette étude
confirme que I'dge de 'homme est associé avec un déclin dans quelques paramétres séminaux.

Mots-clés: spermatozoide, sperme, apoptose, anexine V, TUNEL, fragmentation de 'ADN.

RESUMO

Antecedentes: Os processos biomoleculares associados com o envelhecimento e a morte celular programada durante a espermato-
géneses sdo bem conhecidos, mas ndo a sua transcendéncia bioldégica no esperma ejaculado, porque se ignora o comportamento dos
marcadores apoptoticos na relagdo com a idade do homem.

Objetivo: Avaliar o efeito do envelhecimento com a capacidade funcional do espermatozoéide e sua relagdo com os processos de morte
celular programada.

Material e método: Estudo prospectivo, transversal e analitico efetuado com amostras seminais de 25 pessoas saudaveis de 20 a 70
anos de idade, que foram divididos em dois grupos: [(A: menores de 40 anos) e (B: maiores de 40 anos de idade)]. Foram avaliados os
parametros seminais OMS (1999) e os processos de transformacdes biomoleculares de membrana e a expressao por oligonucleossomas
na cascada terminal de apoptoses. Foram quantificados por meio de citometria de fluxo com laser de argon como fonte de leitura a 480
nm, discriminando os graus de celularidade negativa e positiva para cada um dos indicadores.

Resultados: A porcentagem de células vivas com inversao de fosfatidil serina na membrana (anexina-V+/PI+) foi significativamente superior
nos homens com mais de 40 anos (p < 0,05). Esses achados foram enriquecidos com uma correlagao positiva e significativa (r = 0,50, P<
0,008), entre o biomarcador precoce e a idade dos pesquisados. Com respeito a fragmentagdo do DNA, apesar de ndo encontrar diferen-
cas estatisticamente significativas, foi observado uma tendéncia clara de aumento conforme mais velhos eram os pesquisados (r = 0,51).
Conclusdes: O incremento da idade do homem é associado com o aumento da expressao de marcadores de apoptoses, o0 que se de-
monstra pela maior expressao da inversao de fosfatidil serina a nivel de membrana. Assim, este estudo confirma que a idade do homem
pesquisado se associa com um declive em alguns dos parametros seminais.

Palavras-chave: espermatozéide, sémen, apoptoses, anexina V, TUNEL, fragmentagéo de DNA.
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os procesos de muerte celular programada (apop-

tosis) se caracterizan por una serie de cambios

morfologicos y bioquimicos que resultan en degra-
dacion celular sin respuesta inflamatoria.> Al igual que en
otros procesos fisioldgicos y patolégicos los reproductivos
no son ajenos a estas vias de activacion, lo que repercute
en la capacidad reproductiva de hombres y mujeres.

En los ultimos afios ha habido interés en la participacion
de estos procesos apoptdsicos en la espermatogénesis y
en el desarrollo espermatico tardio, lo que se refleja en
la capacidad reproductiva final.>* Estd demostrado que
las alteraciones en los procesos apoptdsicos se asocian
con infertilidad masculina y con una elevada frecuencia
de apoptosis en células germinales de tejido testicular en
pacientes con azoospermia u oligozoospermia severa.>¢

También se ha estudiado su participacion en el esper-
matozoide maduro y en la calidad del semen eyaculado.”
Se ha correlacionado la activacién de mecanismos apop-
tosicos con la calidad del semen,® lo que sugiere que la
identificaciéon de marcadores apoptdsicos puede ser un
factor importante para evaluar la calidad seminal.

Para evaluar la expresion de la apoptosis en el esperma-
tozoide existen diferentes técnicas que detectan el proceso
apoptdsico en etapas tempranas y las que lo detectan en
etapas tardias. Uno de los métodos de deteccion temprana
de apoptosis es la identificacion de la fosfatidilserina en
la capa externa de la membrana celular mediante la adi-
cion de anexina V, que es una proteina con afinidad por
fosfolipidos dependientes de calcio, con alta afinidad por
la fosfatidilserina, de modo tal que esta proteina indica el
comienzo del proceso apoptdsico.”!°

La union de anexina V con células apoptdsicas puede
detectarse con una tincion verde fluorescente con isotiocia-
nato de fluoresceina que puede detectarse con citometria
de flujo y microscopia fluorescente. A esta técnica se
agrega yoduro de propidio, para obtener una tincion roja
que diferencia las células necroticas de las viables con o
sin translocacion de fosfatidilserina.

Otra forma de identificar el proceso de apoptosis en
etapas tempranas es mediante la deteccion de proteasas
especificas de cisteina-aspartato o caspasas.!' Estas par-
ticipan como transductores y efectores tempranos en las
diferentes vias apoptodsicas en células somaticas,'? por lo
que su deteccién mediante anticuerpos monoclonales indi-
ca el comienzo del proceso de muerte celular programada
en forma muy inicial.

Las caspasas desempefian un papel decisivo en la trans-
duccidn de sefiales intracelulares en las células destinadas
a la muerte programada;'® su activacion ocurre por proted-
lisis o debido a la accidn de otras proteinas.'* La unién de
Fas-ligando en la membrana celular y el incremento de
Bax/Bcl2 en la membrana mitocondrial inician la activa-
cion de las caspasas 8 y 9, respectivamente. '

Una vez activadas estas caspasas, la sefial se transduce
a las caspasas efectoras, incluidas las caspasas 3,6y 7.1
Estas enzimas degradan los sustratos celulares, incluidas
las proteinas estructurales citoplasmaticas, como actina
y citoqueratinas o proteinas nucleares, como poli (ADP
ribosa), polimerasas (PARP) y laminasas.!®!"° Al parecer, la
caspasa 3 activa una dexosirribonucleasa (CAD, también
llamada factor-40 de fragmentacién de ADN o nucleasa
activada por caspasa), que participa en la fragmentacion
del ADN.?2 Por eso la determinacion de la caspasa 3,
mediante anticuerpos monoclonales especificos, permite
detectar la activacion de la apoptosis.

Uno de los eventos tardios y mas representativos de
la cascada apoptdsica es la activacion de endonucleasas
endogenas que fragmentan el ADN y, por lo tanto, la libe-
racion de grupos hidroxilo 3’. Esta propiedad es utilizada
por el método de TUNEL para identificar células apopto-
sicas al marcar las terminales 3 "hidroxilo con nucleo6tidos
de desoxiuridina trifosfato, con algiin compuesto, como
fluoresceina (isotiocianato de fluoresceina -dUTP).?

La enzima terminal dexosinucleotidil transferasa (TdT)
cataliza la adicion independiente (isotiocianato de fluores-
ceina -dUTP) a las terminales 3 hidroxil del ADN, por lo
que en las células apoptdsicas hay un ntimero sustancial
de estos sitos para su identificacion mediante el método
de TUNEL.

En la estimulacion de la cascada apoptdsica en el
espermatozoide maduro se han asociado diferentes fac-
tores: radiacion, tabaquismo,* hipertermia testicular,? 26
quimioterapia, radioterapia,?”-?® inflamacion del conducto
genital® y criopreservacion®®3! seminal. Sin embargo, es
poco lo que se conoce de la edad como un factor relacio-
nado con el aumento en el numero de células apoptosicas
en el eyaculado.®

Por lo que se refiere a los parametros seminales, se ha
observado que conforme la edad del hombre aumenta,
disminuye significativamente la movilidad, morfologia,
concentracion y volumen. En lo que concierne a la busque-
da de la relacion de marcadores apoptosicos con la edad,
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se han realizado pocos estudios y algunos autores con-
cluyen que ésta disminuye conforme mas edad se tiene.®
Ademas, ninguno de ellos evaltia diferentes marcadores
en el mismo estudio y no relacionan las concentraciones
séricas de las diferentes hormonas relacionadas con los
procesos apoptosicos.

Es necesario realizar un estudio con citometria de flujo
que cuantifique estos marcadores bioldgicos relacionados
con la apoptosis para definir el impacto de estos en el es-
quema reproductivo. Se pretende correlacionar los niveles
de apoptosis con la edad y determinar si existe relacion
de las hormonas al evaluarlas con el envejecimiento de
los hombres.

El efecto deletéreo del gameto masculino ha mostrado
tener una repercusion decisiva en los procesos reproduc-
tivos, por eso se la ha relacionado, incluso, en 50% de los
casos de infertilidad.

Esto expresa alteraciones en la funcioén espermatica,
génica y en la expresion de aneuploidias durante los
procesos de fertilizacion. Existe un efecto directo en la
formacion y desarrollo de pronucleos y la participacion
del aparato mitético, con consecuencias a corto y mediano
plazo en el desarrollo embrionario.*

A pesar de la evaluacion de criterios morfologicos y de
funcionalidad en los parametros seminales (OMS, 1999)
existe una variabilidad acentuada en la expresion de estos
resultados que no necesariamente se relacionan con las
condiciones reproductivas en el individuo.

Puesto que es poco conocido el efecto de la edad en los
parametros seminales es necesario investigar si existe un
efecto deletéreo en la trasmision de enfermedades génicas
y cromosomicas relacionadas con el dafio progresivo del
espermatozoide y cuantificarlo por medio de marcadores
apoptdsicos de membrana y nucleares.®

En los ultimos afios, varios investigadores han repor-
tado decremento en los pardmetros seminales de sujetos
de edad avanzada.

Recientemente se descubrid la apoptosis en esperma-
tozoides maduros y se relaciond, en mayor medida, con
pacientes infértiles. Sin embargo, su relacion con la edad
no se habia descrita con exactitud, ademas de que existe
controversia en cuanto a los resultados observados. Por eso
es necesario realizar un estudio en el que se analice, con
métodos mas exactos, la relacion de la edad del hombre
con la calidad seminal por medio del estudio apoptdsico
de los espermatozoides maduros.

MATERIAL Y METODO

Estudio prospectivo, transversal y analitico efectuado
en el Instituto Nacional de Perinatologia de marzo de
2008 a marzo de 2009 con muestras seminales de 25
sujetos sanos de 20 a 70 afios de edad, que aceptaron
participar en el estudio y que se dividieron en dos gru-
pos [(A: menores de 40 afios) y (B: mayores de 40 afios
de edad)]. Los sujetos de estudio tenian antecedente de
fertilidad probada, espermocultivo negativo y no tenian
enfermedades sistémicas.

Las muestras seminales se obtuvieron de pacientes vo-
luntarios y se recolectaron con un periodo de abstinencia
de 3 a 5 dias. Se determino su concentracion, movilidad y
morfologia. Después de la licuefaccion (30-45 minutos)
de 5 pL de cada muestra se colocod en una camara de
Makler (Sefi Medical Instruments, Haifa, Isracl) y se leyd
en un microscopio de luz para motilidad y concentracion
espermatica.

La morfologia se evalué de acuerdo con los criterios
estrictos de Kruger. Cada muestra (10pL) se extendio en
un portaobjetos y se dejo secar durante 20 minutos, antes
de tefiirse con la tincion Diff-Quick (Baxter Dade Diag-
nostics, Dubingen, Switzerland). Se leyeron, en promedio,
100 espermatozoides por extendido bajo microscopia de
luz en un objetivo de inmersion 100X.

Finalmente, las muestras se conservaron a 37°C, 5%
CO, en medio HFT y se analizaron, independientemente,
para anexina V, anticuerpos anti-caspasa 3 y yoduro de
propidio, ademas de método de TUNEL en la siguiente
media hora.

Evaluacién de la externalizacion de fosfatidil-serina
con anexina V
La anexina V es una proteina con afinidad por fosfolipidos,
dependiente de calcio y con alta afinidad por la fosfati-
dilserina, que refleja eventos apoptosicos tempranos. La
union de anexina V a células apoptosicas tipicamente
muestra una tincion verde fluorescente. Se agrega yoduro
de propidio (tincion roja) para diferenciar células viables
de las necrdticas, y las células con translocacion de fos-
fatidilserina muertas de las vivas con y sin translocacion
de fosfatidilserina.

Después de separar 10°células de cada muestra (movil
y no movil) se lavaron en PBS (buffer de solucion salina
fosfatada) y la muestra se centrifugd a 200 x g durante
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cinco minutos. Las muestras se resuspendieron en 100 pL
de una solucion con anexina-V marcada con fluoresceina
y yoduro de propidio. La solucién se prepara prediluyen-
do 20u de anexina-V-fluoresceina en 1 mL del buffer de
incubacién y 20u de la solucion de yoduro de propidio.
Se incuban durante 10-15 minutos a 15-25 °C.

Las muestras se analizan por citometria de flujo, pre-
via adicion de 0.5 mL de un buffer de incubacion por 10°
células. Las muestras se leen en el citometro de flujo a
488 nm con un filtro de 515 nm para detectar anexina-V-
fluoresceina y un filtro de mas de 600 nm para detectar
yoduro de propidio. Para evitar traslapaciones de los dos
espectros emitidos se requiere compensacion electronica
del instrumento.

Evaluacion de apoptosis con el método de TUNEL
Uno de los eventos tardios de la cascada apoptosica es la
activacion de endonucleasas endogenas que genera frag-
mentaciones en el ADN. El método TUNEL es capaz de
detectar este tipo de células mediante la adicion de una
enzima terminal de desoxinucleotidil transferasa (TdT)
para la incorporacion de desoxinucledtidos marcados con
isotiocianato de fluoresceina.

Para realizar el método de TUNEL se requiere hacerlo
en dos etapas (fijacion y tincion) con un equipo APO-DI-
RECT. El equipo incluye 5 mL de suspensiones celulares
control positivas y negativas, de aproximadamente 1 x 10°
células por mL en etanol 70% (v/v). Las células control
se derivan de una linea celular de linfoma humano y se
fijan como las células muestra que enseguida se explica.

Fijacion

Las células en PBS-paraformaldehido al 1% se resus-
penden a una concentracion de 1-2 x 10° células/mL y
la suspension celular se suspende en hielo durante 30-60
minutos. Después, las células se centrifugan durante 5
minutos a 300 x g y se desecha el sobrenadante. Después,
las células se lavan en 5 mL de PBS y se centrifugan para
obtener el paquete celular (este paso se realizara en dos
ocasiones).

Posteriormente, el paquete celular se resuspende en el
PBS residual mediante agitaciéon moderada en vortex. La
concentracion celular se ajusta a 1-2 x 10° células/mL en
etanol al 70% (v/v) frio y se mantiene durante un minimo
de 30 minutos. Finalmente, las células se almacenan en
etanol al 70% (v/v) a -20°C hasta su uso.

Tincién y analisis

Las células control positivas y negativas (6552LZ,
6553LZ) se resuspenden en sus respectivos viales. Se
toma una alicuota de 1 mL de la suspension de las cé-
lulas control (aproximadamente 1 x 10° células/1 mL)
y se coloca en tubos de 12 x 75 mm para citometria de
flujo. Se centrifugan a 300 x g durante cinco minutos y
el etanol al 70% (V/V) se remueve por aspiracion, sin
alterar el paquete celular. Cada tubo de células control
se resuspende con 1 mL del buffer de lavado (6548AZ7),
se centrifuga a 300 x g durante cinco minutos y el sobre-
nadante se remueve.

El tratamiento de lavado se repite y después cada
paquete celular control se resuspende con 50 puL de la
solucion de tincion (el buffer de reaccion para la enzima
TdT contiene la enzima TdT, fluoresceina conjugada con
dUTP [6549AZ, 6554EZ, 6555EZ] y agua destilada).

Enseguida, se incuban las células en la solucion de tin-
cion durante 60 minutos a 37 °Cy, al finalizar el periodo de
incubacion, se aiade 1 mL del buffer de enjuague (0.05%
azida de sodio 6550AZ) a cada tubo. Se centrifuga a 300
xg durante cinco minutos y se remueve el sobrenadante
por aspiracion (en dos ocasiones). Enseguida, el paquete
celular se resuspende en 0.5 mL del buffer de tincion,
con yoduro de propidio/RNasa (6551AZ) y las células se
incuban en la oscuridad durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente, las células se analizan en la solu-
cion de yoduro de propidio/RNasa por citometria de flujo
después de tres horas de haber concluido la tincion.

El analisis estadistico se realizé con el programa SPSS
version 17. Para la descripcion de las variables cuan-
titativas se utilizaron medidas de tendencia central. La
comparacion de los grupos se realizé mediante prueba de
la T de Student y Kruskar Wallis, segtn fuera apropiado.
Las correlaciones se determinaron con rho de Spearman
y regresiones logisticas simples.

RESULTADOS

Para el analisis las muestras seminales se dividieron en
dos grupos: 4A: hombres menores de 40 afios y B: mayores
de 40 anos de edad, con promedio de edad para el primer
grupo de 28 +3 afios de edad y para el segundo grupo de
54 + 8 afios de edad.

En el Cuadro 1 se presentan los parametros seminales
basicos. Se encontraron diferencias significativas entre
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Cuadro 1. Parametros seminales

Media  Desviacion P
estandar
Movilidad A Menor 40 afios  11.818 9.3895 .05
Mayor 40 afios  5.867 5.8538
Movilidad B Menor 40 afios 64.2727 25.74137 NS
Mayor 40 afios 61.1333  25.18182
Movilidad C Menor 40 afios 16.5455 32.11344 NS
Mayor 40 afios  5.6667 3.97612
Movilidad D Menor 40 afios  7.4545 9.37405 NS
Mayor 40 afios  22.6000  25.11346
Morfologia Menor 40 afios  8.73 3.289 NS
Mayor 40 afios 6.73 2.492
Concentracion Menor 40 afios  74.000  48.4624 NS
Mayor 40 afios  50.133 39.0400
Volumen Menor 40 afios  .8182 25226 NS
Mayor 40 afios  .8333 .24398

Cuadro 2. Marcadores de apoptosis

Marcador Grupo Promedio Desviacion P
estandar
Tunel Menor 40 19.0273 14.9
Mayor40  26.7267 16.7 NS
Anexina Menor 40 9.8455 1.7 002
Mayor 40 30.7000 18.2 '
B0 -
23
22
60
13
]
;i s
E 40 *
.
1 I
0o == .
Menor de 40 afios de edad  Mayor de 40 afios de edad
Grupo

Figura 1. Celularidad positiva para anexina V en sujetos mayores
y menores de 40 afios de edad.

los grupos de movilidad espermatica rapida progresiva
(p <0.05), con un declive obvio conforme se incremen-
ta la edad. En el resto de los parametros no se alcanzo
significacion estadistica; sin embargo, si se observa una
tendencia a su decremento conforme avanza la edad. Estos
resultados se soportan con correlaciones positivas para la
concentracion, movilidad y morfologia con los siguientes
resultados: (r=-.52, P < 0.01), (r=-.67, P<0.01) y (r=
-.47, P<0.05), respectivamente.

La expresion de biomarcadores de apotosis se de-
termind mediante citometria de flujo y se recabaron los
porcentajes de células anexina V+.

Para los marcadores de apoptosis se encontro una dife-
rencia significativa para la expresion de anexina. Para la
determinacion de fragmentacion del ADN se observo una
clara tendencia al aumento de su expresiéon en hombres
mayores de 40 afos de edad; sin embargo, no se alcanzo
la significacion estadistica para estos biomarcadores. Sus
promedios se incluyen en el Cuadro 2.

En la Figura 1 se esquematiza mediante un grafico de
caja y bigote la celularidad positiva para anexina V.

CONCLUSIONES

La evaluacion del espermatozoide estaba limitada a su
observacion en muestras “crudas” o sometidas a un pro-
ceso de capacitacion. Las conclusiones de esa evaluacion
indicaban un deterioro de los pardmetros seminales (mo-
vilidad, concentracion, morfologia) conforme mayor es
la edad del hombre; esas observaciones coinciden con las
encontradas en este estudio.**37-4?

En la ultima década se han evaluado los estudios
realizados para valorar la funcionalidad en los procesos
relacionados con el componente espermatico a través de la
expresion de marcadores apoptosicos.***4 Esto ha mostra-
do que los procesos tempranos y tardios influyen no solo
en la capacidad de fertilizacion, proceso preimplantatorio
y desarrollo embrionario, sino también en la transmision
de enfermedades génicas relacionadas con alteraciones
en el cromosoma Y.

Hoy se sabe que la evaluacion en el grado de fragmen-
tacion de ADN en el espermatozoide tiene una repercusion
directa en los procesos de fertilizacion, lo que ha quedado
demostrado clinicamente en pacientes con inseminacion
intrauterina, fertilizacion in vitro e inyeccion intracito-
plasmatica.*:4?
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Para el reconocimiento de la activacion de la cascada
apoptodsica en el espermatozoide se han descrito varios
procedimientos, como la traslocacion de fofatidil serina,
activacion de caspasas (fas ligando de fas, caspasa 3 acti-
vada) y formacion de oligonucleosomas. Todos estos han
sido auxiliares diagnosticos en la evaluacion de la funcion
del espermatozoide.'!!3

Sin embargo, la mayor parte de los hallazgos men-
cionados se encontrd y evalud en poblacién masculina
infértil y en edad reproductiva. Por eso el objetivo de este
estudio fue analizar el comportamiento de dos marcado-
res de apoptosis en sujetos fértiles y su comportamiento
conforme se incrementa la edad.

En la bibliografia revisada no se encontr6 un estudio
previo que realizara estas comparaciones, de forma que
con nuestros resultados se demuestra que el incremento en
la edad del hombre se relaciona con mayor expresion de
marcadores de apoptosis temprana, y al parecer el punto
de corte para dicho incremento son los 40 afios de edad.
Respecto a los marcadores tardios, a pesar de no haber
diferencias significativas, si se observa una tendencia
hacia su incremento en los hombres mayores de 40 afios.

La importancia de lo anterior radica en el conoci-
miento actual de la disfuncion del espermatozoide como
la causa mas frecuente de infertilidad. Sin embargo,
el diagndstico patogénico y fisiopatologico es pobre.
Si se exclyen las TRA no hay, en general, tratamiento
adecuado.® La informacidén genética provista por el
espermatozoide esta regulada a distintos niveles epige-
néticos, incluidas las modificaciones del ADN mediante
impronta, c6digos de histonas y zonas asociadas, y quiza
organizacion espacial cromosdmica; pero el gameto mas-
culino no debe ser mas visto como un simple portador de
informacion genética. Por estos motivos es fundamental
que la investigacion clinica se dirija al analisis de las
causas etiologicas resultantes en lesiones y disfunciones
del gameto masculino a nivel bioquimico, molecular y
genético, y al esclarecimiento de sus contribuciones mas
alla de la fertilizacidn, incluidas las posibles repercusio-
nes en los procesos de implantacion, placentacion y la
salud de la progenie.

Por ultimo, consideramos que para darle mayor fuer-
za a estos resultados, resultaria prudente incrementar el
tamafio de la muestra y analizar el comportamiento de
marcadores apoptdsicos seminales, determinados de forma
longitudinal.
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