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RESUMEN

Antecedentes: el empaquetamiento de la heterocromatina durante la espermatogénesis ha sido correlacionado con la expresion de
cuerpos apoptdsicos residuales (que tifien con merocianina A) que impactaran en la funcion espermatica, en el proceso de fertilizacién,
asi como en la expresion conjunta de la traslocacién transmembranal de fosfatidil serina y oligonucleosomas.

Objetivo: evaluar la expresion de cuerpos tefiidos con merocianina en los procesos funcionales del espermatozoide y su grado de con-
cordancia con bimarcadores apoptoticos Anexina V' y TUNEL.

Material y método: se realizé un estudio prospectivo, transversal, incluyéndose once mil células pertenecientes a muestras seminales
de hombres infértiles; se evaluaron de acuerdo a los criterios de la OMS (1999) acotandose mediante los lineamientos de Tygerberg. Los
procesos de transformacion biomolecular de membrana y la expresién por oligonucleosomas en la cascada terminal de apoptosis fueron
cuantificados por medio de citometria de flujo utilizandose lasser de argén como fuente de lectura a 480nm, discriminando los grados de
celularidad tanto negativa como positiva para cada uno de los indicadores.

Resultados: por disefio de estudio se encontré una baja cuantificacion en los parametros seminales, movilidad, morfologia y concentra-
cion espermatica. La expresion promedio de células [DNA-PI®/dUTP-FITC®] (cuantificacion de TUNEL) y [Annexin-V®)/P1¢)] fue de 36.5
+17.4% y 31.2 + 17.4% respectivamente. Al comparar la expresion de TUNEL sin el efecto de los cuerposM540 (36.3 = 1.7% vs 36 £
1.7%) no se determiné una diferencia significativa.

Conclusiones: con este estudio se demuestra que existe remanente de los procesos primarios de espermiacion los cuales pueden par-
ticipan de forma importante en los procesos apoptoticos y funcionales del espermatozoide, sin embargo su expresién no repercute en la
medicion de biomarcadores de apoptosis seminales cuya determinaciéon ha venido a modificar la percepcién diagnéstica y funcional de
los parametros reproductivos en el espermatozoide.

Palabras claves: espermatozoide, cuerpos apoptoticos, merocianina, apoptosis, TUNEL, Anexina V.

ABSTRACT

Background: The packaging of heterochromatin during spermatogenesis has been correlated with the expression of residual apoptotic
bodies (which stain with merocyanine A) that will impact on sperm function in the fertilization process; as well as the joint expression of the
transmembrane translocation phosphatidyl serine and oligonucleosomes.

Objective: To evaluate the expression of bodies stained with merocyanine in the functional processes of sperm and their level of agreement
with apoptotic Annexin V and TUNEL biomarkers.

Material and method: We performed a prospective, cross, including 11,000 cells belonging to semen samples from infertile men, were
evaluated according to WHO criteria (1999), bounded by the lines of Tygerberg. The biomolecular transformation processing of the mem-
brane and the expression of oligonucleosomes in the terminal cascade of apoptosis were quantified by cytometry flow, using an argon
lasser as a reading source of 480 nm, discriminating the degree of cellularity, both negative and positive for each indicators.

Results: Because of the study design was found low quantification in semen parameters, motility, morphology and sperm concentration.
The average expression of cells [DNA-PI(+) / dUTP-FITC(+)] (quantification of TUNEL) and [Annexin-V(+) / PI(-)] was 36.5 + 17.4% and
31.2 £ 17.4%, respectively. By comparing the expression of TUNEL without the effect of M540 bodies (36.3 + 1.7% vs. 36 + 1.7%) a sig-
nificant difference was not determined.
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Conclusions: This study shows that there is a remnant of the primary processes of spermiation, which can take an important role in apop-
totic and functional processes of the sperm. However, its expression does not affect measurement of biomarkers of apoptosis seminal,
whose determination changed the diagnosis and functional perception of reproductive parameters in the sperm.

Key words: sperm, apoptotic bodies, merocianina, apoptosis, TUNEL, Annexin V.

RESUME

Antécédents: 'emballage de I'hétérochromatine pendant la spermatogenese a été lié avec I'expression de corps apoptosiques résiduels
(teints avec mérocyanine A) qui ont une répercussion sur la fonction spermatique, sur le processus de fertilisation et sur I'expression
conjointe de la translocation transmembranale de phosphatidylsérine et oligonucléosomes.

Objectif: évaluer I'expression de corps teints avec mérocyanine dans les processus fonctionnels du spermatozoide et son degré de
concordance avec biomarqueurs apoptosiques anexine V et TUNEL.

Matériel et méthode: étude prospective, transversale effectuée avec 11,000 cellules des échantillons séminaux d’hommes infertiles.
On a évalué avec les critéeres de 'OMS (1999) et on les a délimités avec les tendances de Tygerberg. Les processus de transformation
biomoléculaire de membrane et I'expression par oligonucléosomes dans la cascade terminale d’apoptose ont été quantifiés avec cytomeé-
trie en flux et un laser d’argon comme source de lecture a 480 nm. Pour chacun des indicateurs on a discriminé les degrés de cellularité
négative et positive.

Résultats: par le dessin de I'étude, on a trouvé une faible quantification dans les paramétres séminaux: mobilité, morphologie et concen-
tration spermatique. La moyenne d’expression des cellules [DNA-PI®/dUTP-FITC®] (quantification de TUNEL) et [Anexine-V®/PI0] a été
de 36.5 £ 17.4% et 31.2 + 17.4%, respectivement. Au moment de comparer I'expression de TUNEL sans I'effet des corps M540 (36.3 +
1.7% vs 36 + 1.7%), on n'a pas détermine de différence significative.

Conclusions: cette étude montre qu'il existe un rémanent des processus primaires de spermiation, qui peuvent participer de maniéere
significative dans les processus apoptosiques et fonctionnels du spermatozoide. Toutefois, leur expression n’a pas d’effets sur le mesu-
rage de biomarqueurs d’apoptoses séminales, dont la détermination a modifié la perception diagnostique et fonctionnelle des parameétres
reproductifs dans le spermatozoide.

Mots-clés: spermatozoide, corps apoptosiques, mérocyanine, apoptose, TUNEL, anexine V.

RESUMO

Antecedentes: O empacotamento da heterocromatina durante a espermatogénese € correlacionado com a expressao de corpos apop-
téticos residuais (que tem com merocianina A) que tem repercussao com a fungdo espermatica no processo de fertilizagéo e a expressédo
conjunta da inversao transmembranal de fosfatidil serina e oligonucleossomas.

Objetivo: Avaliar a expresséo de corpos pintados com merocianina nos processos funcionais do espermatozoide e seu grau de concor-
dancia com bimarcadores apoptéticos anexina V e TUNEL.

Material e método: Estudo prospectivo, transversal efetuado com 11,000 células de amostras seminais de homens inférteis. Foram ava-
liados com critérios da OMS (1999) e apontaram com os lineamentos de Tygerberg. Os processos de transformacgdes biomolecular de
membranas e a expressao por oligonucleossomas na cascada terminal de apoptoses se quantificaram com a citometria de fluxo e um laser
de argon como fonte de leitura a 480 nm. Para cada um dos indicadores foram discriminados os graus de celularidade negativa e positiva.
Resultados: Através do estudo se encontrou uma baixa quantificagdo nos parametros seminais: mobilidade, morfologia e concentragcéao
espermatica. A expressdo média das células [DNA-PI® /[dUTP-FITC® ] (quantificagéo de TUNEL) e (Annexin-V® /PIV] foi de 36,5 + 17,4%
e 31,2 £ 17,4%, respectivamente. Ao comparara a expressao de TUNEL sem o efeito dos corpos M540 (36,3 + 1,7% vs 36 + 1,7%) nado
determinou uma diferenca significativa.

Conclusodes: Este estudo demonstra que existe um remanente dos processos primarios de espermiacédo, que podem participar de ma-
neira importante nos processos apoptéticos e funcionais do espermatozéide. Entretanto, sua expressdo nao repercute na mediagao dos
biomarcadores de apoptoses seminais, cuja determinagao modificou a percepgéo diagnostica e funcional dos parametros reprodutivos
no espermatozoide.

Palavras-chave: espermatozoide, corpos apoptéticos, merocianina, apoptoses, TUNEL, anexina V.
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urante los ultimos afios se ha mostrado una dis-

minucioén progresiva en la capacidad reproductiva

tanto en hombres como en mujeres, lo cual ha
conllevado a un incremento en la demanda de los servicios
para la atencion de problemas reproductivos.

De igual forma el estudio del espermatozoide ha
adquirido un papel importante en la evaluacioén de los
procesos reproductivos, en donde sus capacidades estan
relacionadas no solo con los procesos de fertilizacion y
desarrollo embrionario, sino también con los fendmenos
de placentacion asi como con aquellos relacionados con
procesos restrictivos derivados de la vasculogénesis,
transporte y nutricion placentaria.!

Es de reciente interés el estudio de los procesos de
muerte celular programada en las células germinales, asi
los procesos apoptoticos caracterizados por una serie de
cambios morfoloégicos y bioquimicos que resultan en la
eliminacion de las células sin la presencia de una respuesta
inflamatoria. Asi se ha concluido que estos eventos, no re-
sultan reproductivos impactando en sus vias de activacion,
lo cual repercutira en la capacidad reproductiva tanto en
el hombre como en la mujer.>*

Para tener un a fertilizacion exitosa se requiere de una
membrana plasmatica integra y funcional en el espermatozoi-
de, dicha membrana tendra una participacion fundamental en
el metabolismo celular para mantener la motilidad esperma-
tica, durante el proceso de capacitacion, reaccion acrosomal
y durante la interaccion con el gameto femenino.>¢

En el caso de que esta membrana sufra alguna altera-
cion, la fase inicial de su dafio se caracterizara por una
pérdida en la simetria de los fosfolipidos de membrana
que resulta de la traslocacion de la fosfatidilserina (FS)
de la capa interna a la externa, fenomeno que resulta
caracteristico del inicio de la apoptosis celular. Para la
identificacion de este fenomeno, se utiliza a la Anexina V
la cual es una proteina que muestra afinidad por los fosfoli-
pidos dependientes de calcio, como es la FS asi la union de
anexina V a células apoptoticas de detecta a través de un a
tincion verde fluorescente con isotiocinato de fluoresceina
(FITC) sefial que se detecta mediante citometria de flujo
y microscopia de fluorescencia.”®

Las fases tardias de la apoptosis se caracterizan por
la fragmentacion del AND vy resulta de la activacion de
las endonucleasas enddgenas, generando una multitud de
grupos 3 hidroxilo, lo anterior puede ser determinado me-
diante el llamado método de TUNEL el cual identificara a

las células apoptoticas marcando las terminales 3 hidroxilo
con nucleotidos de desoxiuridina trifosfato, adicionado a
FITC, reaccion que es catalizada por la enzima terminal
desoxinucleotidil transferasa (TdT), procesos que son
cuantificados mediante el uso de citometria de flujo.*!!

Recientemente se han identificado en el semen humano,
cuerpos de forma redonda con diferentes tamafios y den-
sidades a los cuales se les ha denominado cuerpos M540
debido a que se tifien con flurocromo de merocianina,
la cual es un compuesto lipofilico que es sensible a los
cambios en la arquitectura de la membrana tal y como
ocurre durante la apoptosis de las células somaticas.'> Se
ha identificado que estos cuerpos expresan marcadores
apoptoticos que ocurren durante la apoptosis testicular
tales como caspasas, Fas, p53, Bcl-x, fragmentacion del
ADN y también presentan ubiquitinacion.!*-!°

El origen de dichos cuerpos no ha sido bien definido,
pero se ha propuesto que pudieran ser remanentes cito-
plasmaticos desprendidos un incremento de estos cuerpos
en el esperma, sin embargo estos cuerpos también podrian
derivar de otros tipos celulares que se encuentran en apop-
tosis en el tracto genital masculino y se ha observado un
incremento de estos cuerpos en el semen de pacientes con
alteraciones seminales.'¢

Asi, los niveles altos de los cuerpos apoptéticos en-
contrados en el semen de pacientes podrian indicar la
apoptosis excesiva o desregulada en el compartimiento
genital masculino, particularmente a nivel testicular.

De este modo, se ha concluido que la apoptosis tiene
una participacion importante en la espermatogenesis,
siendo un mecanismo fundamental en el desarrollo del
espermatozoide y clinicamente sus alteraciones se han vin-
culado con la infertilidad masculina lo anterior sustentado
por la demostracion de una correlacion negativa entre la
presencia de apoptosis en el espermatozoide maduro y la
calidad seminal.'” Asi se ha sugerido que la identificacion
de marcadores apoptdticos, puede ser un factor importante
para la evaluacion de la calidad del semen.'®

Con este trabajo se pretende identificar el impacto de
los cuerpos tefiidos con merocianina, en la determinacion
de marcadores apoptoticos en hombres infértiles.

MATERIAL Y METODO

Este estudio se realizo en el Instituto Nacional de Perina-
tologia de marzo del 2008 a marzo del 2009, se incluyeron
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11 sujetos en edad reproductiva, que aceptaron participar
en el estudio, y que estuvieran en protocolo de estudio
en el servicio de reproduccién asistida, debiendo contar
con, espermocultivo negativo y carecer de enfermedades
sistémicas.

Las muestras seminales obtenidas de los pacientes
voluntarios se recolectaron con un periodo de abstinencia
de 3 a 5 dias, se determind concentracion, movilidad y
morfologia. Después de licuefaccion (30-45 minutos), 5 pl
de cada muestra serd colocada en una camara de Makler
(Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel) y se leera bajo
el microscopio de luz para motilidad y concentracion
espermatica.

Por otra parte, la morfologia se evaluara de acuerdo a
los criterios estrictos de Kruger. Para ello, cada muestra
(10 pl) se extendera en un portaobjetos y se dejara secar
por 20 minutos antes de teflirse con la tincién Diff-Quick
(Baxter Dade Diagnostics, Dubingen, Switzerland), se
leera un promedio de 100 espermatozoides por extendido
bajo microscopia de luz en objetivo de inmersiéon 100X.
Finalmente, las muestras se mantendran a 37 °C, 5% CO,
en medio HFT y serdn analizadas independientemente para
Anexina V, y loduro de propidio (IP) ademas de método
de TUNEL en la siguiente media hora.

Evaluacion de externalizacion de fosfatidil-serina con
Anexina-V

La anexina V es una proteina con afinidad por fosfolipi-
dos, dependiente de calcio y con una alta afinidad por la
fosfatidilserina (FS), la cual refleja eventos apoptdticos
tempranos. La union de Anexina V a células apoptdticas
tipicamente muestra una tinciéon verde fluorescente. IP
(tincion roja) serd agregado para diferenciar células viables
de las necroticas, permitiendo diferenciar las células con
translocacion de FS que estan muertas y después aquellas
vivas con y sin translocacion de FS.

Después de la separacion, se lavaran 10° células de
cada muestra (mévil y no mévil) en PBS (buffer de solu-
cion salina fosfatada) y se centrifugara la muestra a 200
X g por 5 minutos. Las muestras seran resuspendidas en
100 pl de una solucion que contendra Anexina-V marca-
da con fluoresceina ademas de IP (la solucion se prepara
prediluyendo 20 p de Anexina-V-fluoresceina en 1 ml del
buffer de incubacion adicionando 20 p de la solucion de
IP) y se incubaran por 10-15 minutos a una temperatura
de 15-25 °C.

Finalmente, las muestras seran analizadas por cito-
metria de flujo previa adicion de 0.5 ml de un buffer de
incubacion por 10° células. En el citometro de flujo, las
muestras se leeran a 488nm con un filtro de 515nm para la
deteccidon de Anexina-V-fluoresceina y un filtro de mas de
600nm para la deteccion de PI. Se requiere compensacion
electrénica del instrumento para evitar traslapaciones de
los dos espectros emitidos.

Evaluacioén de apoptosis mediante el método de TUNEL
Uno de los eventos tardios de la cascada apoptotica es la
activacion de endonucleasas endogenas que genera frag-
mentaciones en el ADN. El método llamado TUNEL es
capaz de detectar éste tipo de células mediante la adicion
de una enzima terminal de desoxinucleotidil transferasa
(TdT) para la incorporacion de desoxinucleétidos marca-
dos con isotiocianato de fluoresceina (FITC).

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

Fijacion: Se comienza el procedimiento al resuspender
las células en PBS-paraformaldehido 1% a una concen-
tracion de 1-2 x 10¢ células/ml y colocar la suspension
celular en hielo por 30-60 min. Después, se centrifugaran
las células durante 5 min a 300 x g y se desechara el so-
brenadante. A continuacidn, se lavaran las células en 5 ml
de PBS y se centrifugara para obtener el paquete celular
(este paso se realizara en dos ocasiones). Posteriormente
se resuspendera el paquete celular en el PBS residual
mediante agitacion moderada en vortex. Se ajustara la
concentracion celular a 1-2 x 10° células/ml en etanol al
70% (v/v) frio y se mantendra por un minimo de 30 min.
Finalmente, se almacenaran las células en etanol al 70%
(v/v) a -20°C hasta su uso.

Tincién y analisis

Se resuspenden las células control positivas y negativas
(65527, 6553LZ) en sus respectivos viales. Se tomara
una alicuota de 1 ml de la suspension de las células control
(aprox. 1 x 10° células/1 ml) y se colocaran en tubos de
12 x 75 mm para citometria de flujo. Se centrifugaran a
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300 x g por 5 min y se removera el etanol al 70% (V/V)
por aspiracion sin alterar el paquete celular. Se resuspen-
deré cada tubo de células control con 1 ml del buffer de
lavado (6548AZ), se centrifugara a 300 x g por 5 min y
se removera el sobrenadante. Se repetira el tratamiento de
lavado y después, se resuspendera cada paquete celular
control con 50 pl de la solucién de tincion (contiene el
buffer de reaccion para la enzima TdT, la enzima TdT,
fluoresceina conjugada con dUTP [6549AZ, 6554EZ,
6555EZ] y agua destilada).

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

Protocolo de tincidon para merocianina: las muestras
previamente fijadas se tifien con merocianina y son detec-
tados previa incubacion en solucion (13.5 uM preparada
en dimetilsulfoxido) durante 15 minutos a 37 °C y con
5% de CO,, posteriormente las c€lulas se lavan con PBS
1X, a la par se preparo un control negativo omitiendo
la adicion de TDT. Después se reaizan 2 lavados conse-
cutivos con la finalidad de detener la reaccion anterior,
por ultimo las células de analizan por citometria de
flujo en una tincion buffer PI/RNasa, para la citometria
(Beckman Coulter, USA) las muestras son procesadas a
FC 500 usando lasser de Argon a 480nm.

El analisis estadistico se realizo mediante el programa
SPSS version 17; para la descripcion de las variables
cuantitativas se utilizaron medidas de tendencia central,
la comparacion de los grupos se realizé mediante prueba
de la ¢ de Student.

RESULTADOS

Las muestras seminales se clasificaron de acuerdo con los
parametros descritos por la OMS (1999)," las alteraciones
seminales encontradas fueron las siguientes: oligoterato-
zoospermia (n = 1), oligoastenoteratozoospermia (n = 2),

astenoteratozoospermia (n = 4) y teratozoospermia (n =
4), los resultados de los parametros seminales convencio-
nales se ilustran en el Cuadro 1. La media de la edad de
los pacientes fue de 31.4 £ 2.5 afios.

Cuadro 1.Parametros seminales convencionales

Promedio  Desviacion estandar
Concentracion (x 10%/mL) 46.81 37.287
Morfologia (%) 3.00 2.645
Movilidad (%) 11.82 20.272
Volumen (mL) 3.26 1.598

El total de células analizadas mediante citometria de
flujo fue de 10x10° células. En la determinacion de apop-
tosis temprana células [Annexin-V®/PI?], el promedio
fue de 31.2 + 17.4%. Para la apoptosis tardia (TUNEL)
[DNA-PI®/dUTP-FITC™] fue de 36.5 + 17.3%.

La expresion de positividad para merocianina fue de
0.25 +0.18%.

La fragmentacion del ADN determinada con el método
de TUNEL empleando IP para descartar los cuerpos M540
en las muestras seminales fue de 36.3 4+ 17.3. Por tltimo
la contribucion de los cuerpos M540 en la aplicacion del
método de TUNEL no fue significativa (Cuadro 2).

Cuadro 2. Porcentaje de células positivas para TUNEL con y sin
efecto de los cuerpos M540

Promedio Desviacion estandar
TUNEL (%) 36.3 17.3
TUNEL M540 (%) 36 1.73
p NS

La figura 1 corresponde a un histograma, en el cual se
muestran las diferentes poblaciones seminales caracteri-
zadas por citometria de flujo.

CONCLUSIONES

Los estudios realizados para valorar la funcionalidad en los
procesos relacionados con el componente espermatico a
través de la expresion de marcadores apoptoticos han sido
evaluados en la tltima década.'” Esto nos ha mostrado que
procesos tanto tempranos como tardios influyen no solo
en la capacidad de fertilizacion, proceso preimplantatorio
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Figura 1. llustra un ejemplo de citometria de flujo en donde aparece
un histograma que representa lo siguiente: células cells [DNA-PI(+)/
dUTP-FITC()/M540(-)] que representan células viables 61.8%,
[DNA-PI(+)/dUTP-FITC(+)] representando apoptosis tardia 29.8%,
las células [DNA-PI(+)/M540(+)] 4.7% ilustran cuerpos M540, en
esta técnica el IP para etiquetar el ADN celular.

y desarrollo embrionario, sino también en la transmision
de enfermedades génicas relacionadas a alteraciones en
el cromosoma Y.?

Estudios recientes han descrito la presencia de elemen-
tos en el liquido seminal que comparten caracteristicas
relacionadas con los cuerpos apoptoticos y que una de
estas caracteristicas es la sobreexpresion de marcadores
apoptdticos.!?

Actualmente sabemos que la evaluacién en el grado
de fragmentacion de ADN en el espermatozoide tiene
impacto directo en los procesos de fertilizacion lo cual
ha sido demostrado clinicamente en pacientes con inse-
minacion itrauterina,?' fertilizacion in vitro®' e inyeccion
intracitoplasmatica.

Diversos modelos han sido descritos para el recono-
cimiento en la activacion de la cascada apoptotica en el
espematozoide entre los cuales se incluyen a la traslo-
cacion de fofatidil serina, activacion de caspasas (fas,
ligando de fas, caspasa 3 activada, formacion de oligo-
nucleosomas y que han sido auxiliares diagndsticos en la
evaluacion de la funcion del espermatozoide.??%

En un ensayo Muratori et al,'” encontraron la presen-
cia de elementos de captacion de merocianina A (M540),

posteriormente Marchianiy et al,'> demostraron el impacto
de la expresion de estos marcadores en la expresion de
apoptosis. Con base en la experiencia obtenida en trabajos
previos, hemos sefialado la importancia de estos marca-
dores en el espermatozoide.'+*

Por lo que llevamos a cabo este estudio, con el objetivo
de evaluar el efecto de falsa positividad de los marcadores
tempranos y tardios y la adicion de la tincion M540 para
buscar diferencias en la determinacién de marcadores de
apoptosis, por efecto de cuerpos tefiidos con merocianina
que pudieran alterar la medicion de dichos marcadores.

Como era de esperarse por el disefio del estudio se
encontraron diferencias significativas en la determinacion
de parametros seminales. Como ya habiamos sefialado
en trabajos previos hubo diferencias significativas en la
expresion de TUNEL y Anexina V.
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