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RESUMEN

La integridad del genoma paterno es de vital importancia en el inicio
y mantenimiento de un embarazo a término, tanto in vivo como in vi-
tro. La presencia en el genoma del embrién de roturas en las cadenas
del ADN y/0 modificaciones en los nucle6tidos del ADN provenien-
tes del genoma paterno, que se pudiesen reparar o no por ovocito tras
la fecundacién, no es compatible con un desarrollo embrionario y fe-
tal normal. Recientemente se ha demostrado que la fragmentacion del
ADN espermitico es una causa potencial de infertilidad de causa des-
conocida. En esta revisién se discutirdn los mecanismos responsables
de fragmentaciéon de ADN en espermatozoides humanos, incluyendo
la apoptosis en el epitelio de los tibulos seminiferos durante el proce-
so de espermatogénesis, los defectos en el remodelado de la cromatina
durante la espermiogénesis, el dafio inducido por radicales libres
(ROS) durante el transporte de los espermatozoides a través del epidi-
dimo, la activacién de caspasas y endonucleasas espermaticas y el dafio
inducido por la quimio y la radioterapia. Ademds, se describirin los
diferentes tipos de tests utilizados para el estudio de la fragmentacién
del ADN espermatico y sus aplicaciones clinicas al diagndstico y trata-
miento de la infertilidad.

Palabras clave: Fragmentaciéon de ADN. Fecundacién in vitro. Radi-
cales libres. Estrés oxidativo. Caspasas. Endonucleasas. Quimioterapia.
Radiacién ionizante.

ABSTRACT

Clinical applications of the study of DNA
fragmentation in sperm

The integrity of the paternal genome is of para-
mount importance in the initiation and mainte-
nance of a viable pregnancy in vivo and in vitro.
The presence in the embryonic genome of DNA
strand breaks and /or modifications in DNA nu-
cleotides originating in the paternal genome,
which have not been repaired by the oocyte after
fertilization, is not compatible with normal embr-
yo and fetal development. DNA fragmentation in
human spermatozoa has recently been shown to
be a potential cause of unexplained infertility.

In this review, the mechanisms responsible for
DNA fragmentation in human sperm are discus-
sed. These mechanisms include apoptosis in the
seminiferous tubule epithelium, defects in chro-
matin remodeling during the process of spermio-
genesis, reactive oxygen species (ROS)-induced
DNA damage during sperm migration from the
seminiferous tubules to the epididymis, activation
of sperm caspases and endonucleases, and damage
induced by chemo- and radiotherapy. In addi-
tion, the various tests used to determine DNA
fragmentation in human sperm and their clinical
applications in the diagnosis and treatment of in-
fertility are described.

Key words: DNA fragmentation. In vitro fertiliza-
tion. Free radicals. Oxidative stress. Caspases. En-
donucleases. Chemotherapy. Ionizing radiation.

INTRODUCCION

La integridad del genoma paterno es de vital impor-
tancia en el inicio y mantenimiento de un embarazo a
término, tanto in vivo como in vitro. La presencia en
el embrién de ciertas modificaciones en los nucleéti-
dos y/o fragmentacién en las cadenas del ADN pro-
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cedentes del complemento gendémico paterno (que
no hayan sido reparadas por el ovocito después de la
fertilizacién), es incompatible con un desarrollo em-
brionario y fetal normal.

En la actualidad se estima que un 40% de las causas
de infertilidad masculina son de origen idiopatico.
Este porcentaje serfa incluso mas alto en parejas que
acuden a clinicas de reproduccién asistida. La etiolo-
gla de algunas de estas causas podria estar relacionada
con danio de ADN en los espermatozoides. Sin em-
bargo, este daiio se podria reparar por el ovocito des-
pués de la fecundaciéon. Esto va a depender, sobre
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todo: a) de la calidad citoplasmatica y gendémica del
ovocito, y &) del grado de dano en las cadenas de
ADN del espermatozoide que haya fecundado al ovo-
cito. Dado que la capacidad del ovocito de reparar
este tipo de dano disminuye con la edad y que, al
mismo tiempo, el grado de fragmentacién de ADN
en los espermatozoides aumenta, ello podria explicar,
al menos en parte, la disminucién significativa en la
tasa de embarazo que se observa en parejas de edad
avanzada. Este tipo de dano en las cadenas de ADN
podria encontrarse en embriones con un complemen-
to cromosémico normal. Es decir, la presencia de
daiio de ADN no reparado por encima de un umbral
critico en embriones generados, tanto in vivo como in
vitro, podria explicar el paro en el desarrollo embrio-
nario que se produce tras la implantacién de embrio-
nes con un cariotipo normal. Estudios recientes su-
gieren que este tipo de dafio se expresa a partir del dia
3 de desarrollo embrionario y se ha caracterizado
como late paternal effects'.

Cabria puntualizar que el daiio de ADN que pudie-
ra encontrarse en el embrién no tiene por qué estar
exclusivamente relacionado con el dafilo de ADN en
el espermatozoide que haya fecundado al ovocito.
Este dano podria provenir también del ovocito o de
ambos. Sin embargo, dado que: a) el andlisis de frag-
mentaciéon de ADN en gametos es destructivo; &) este
dano podria variar de un ovocito a otro, y ¢) el niime-
ro de ovocitos es limitado, esto no nos ha permitido
estudiar, hasta ahora, la presencia de esta patologia en
ovocitos. En cambio, el uso de tests que permitan el
estudio del grado de fragmentacién de ADN (espe-
cialmente cuando se trata de dano de ADN de cadena
doble) en células del trofoectodermo de blastocistos,
podria aplicarse al estudio de la integridad de la cro-
matina embrionaria. El uso combinado de reaccién en
cadena de la polimerasa y del estudio de aneuploidias
en embriones en dia +3 y de fragmentaciéon de ADN
en células del trofoectodermo en los blastocistos re-
sultantes nos permitirfa estudiar de forma simultanea
la presencia de enfermedades monogénicas, aneuploi-
dias y el grado de fragmentacién de ADN en el em-
brién, lo que permitirfa seleccionar los embriones de
mejor calidad genémica.

MECANISMOS DE FRAGMENTACION DE ADN
EN ESPERMATOZOIDES

¢Coémo se produce la fragmentaciéon de ADN en los
espermatozoides? El dano de ADN en los espermato-
zoides puede afectar tanto el ADN mitocondrial
como el nuclear, y puede ser inducido por 5 mecanis-
mos principales: 1) apoptosis durante el proceso de

espermatogénesis; 2) roturas de ADN o “micks” pro-
ducidos durante el remodelado de la cromatina que
tiene lugar durante el proceso de espermiogénesis; 3)
fragmentacion de ADN a nivel postesticular inducida
por radicales libres (ROS) y caspasas/endonucleasas
durante el paso de los espermatozoides a través del
epididimo; 4) fragmentaciéon de ADN inducida por
caspasas y endonucleasas espermaticas, y 5) fragmen-
tacion de ADN inducida por radio y quimioterapia.
De estos 5 mecanismos, quizds el que juega un papel
mas importante sea la fragmentaciéon de ADN a nivel
postesticular durante el transporte de los espermato-
zoides a través del epididimo. Esto viene avalado por
estudios previos que demuestran que la fragmenta-
cién de ADN es mas alta en espermatozoides del epi-
didimo? y eyaculados®* que en espermatozoides testi-
culares®.

Induccion de apoptosis durante el proceso
de espermatogénesis

Durante el proceso de espermatogénesis tiene lugar
un cribado celular importante que resulta en la induc-
cién de apoptosis en un 50-60% de las células germi-
nales que entran en la meiosis I. Estas células earmar-
ked con marcadores apoptéticos tipo Fas deberfan ser
fagocitadas y eliminadas por la célula de Sertoli a la
que se encuentran asociadas®®. Sin embargo, esto no
siempre va a ocurrir, y un porcentaje variable de estas
células germinales entran en el proceso de remodela-
do celular de la espermiogénesis (que es el que deter-
mina la morfologia espermdtica) y posteriormente
aparecen en el eyaculado. En relacién con este proce-
so de cribado fallido, los resultados de un estudio re-
ciente sugieren que hay una disociacién entre la cali-
dad genémica de la célula germinal y el remodelado
espermatico que tiene lugar durante la espermiogéne-
sis?. Es decir, una célula germinal puede tener el nt-
cleo “pulverizado” por apoptosis o ser aneuploide vy,
sin embargo, el espermatozoide resultante tener una
morfologia normal. De ahi que cuando se microin-
yecte un espermatozoide de morfologia normal, esto
no nos garantiza que el genoma sea normal. Lo que si
se ha constatado es que cuando hay oligospermia, la
probabilidad de que un espermatozoide con morfolo-
gia normal sea aneuploide es mucho mayor que si hay
normozoospermia’. Probablemente esto esté relacio-
nado con un bloqueo madurativo parcial asociado a
alteraciones meiodticas. Por ultimo, el hecho de que
un porcentaje variable de espermatozoides en el eya-
culado expresa marcadores apoptoéticos del tipo de
Fas, fosfatidilserina, Bcl-X,, p53'° podria utilizarse
para seleccionar espermatozoides no apoptéticos en
muestras de semen. Un método desarrollado recien-
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temente en esta direccién es el utilizado para separar
espermatozoides apoptéticos de espermatozoides no-
apoptoéticos mediante el uso de las columnas de AN-
nexin-conjugated MicroBeads (ANMB Microbead
Kit, Miltenyi Biotec, Germany). El principio en el que
estan basadas estas columnas es que los espermatozoi-
des apoptoéticos expresan fosfatidilserina en la hemica-
pa externa de la membrana y se unen a la anexina V.
Al aplicar un campo magnético a las columnas, los es-
permatozoides unidos a la anexina V conjugada con
las microparticulas magnéticas serfan retenidos en la
columna, mientras que los no-apoptéticos pasarfan a
través de éstall. Otro método, quizds mds especifico,
serfa la seleccion de espermatozoides apoptoticos por
técnicas de inmunoadsorcién fase sélida mediante el
uso de anticuerpos anti-Fas adheridos a placas de po-
liestireno.

Roturas de ADN durante el proceso
de espermiogénesis

Alteraciones en el proceso de remodelado de la croma-
tina espermdtica durante la espermiogénesis podrian
resultar en fragmentaciéon de ADN. McPherson y
Longo''* han postulado que la presencia de roturas
en el ADN podria ser indicativa de maduracién in-
completa durante la espermiogénesis. Para que se
produzca el empaquetamiento de la cromatina del es-
permatozoide, es necesaria la actividad de nucleasas
endégenas que corten y liguen el ADN durante su
protaminacion. Estos cortes proporcionarian una libe-
racion de estrés torsional ayudando asi al empaqueta-
miento de la cromatina durante el desplazamiento de
las histonas por las protaminas. Alteraciones en el
control de este proceso podrian resultar en roturas de
ADN no reparadas. Estas alteraciones se producirian
antes de la espermiacion.

Fragmentacion de ADN a nivel postesticular:
daiio oxidativo

Estudios recientes demuestran que espermatozoides
inmaduros que producen valores elevados de ROS
pueden inducir daiio de ADN en espermatozoides
maduros. Este dano se produciria después de la esper-
miacién durante la comigracion de espermatozoides
maduros e inmaduros desde los tabulos seminiferos al
epididimo®*. Dado que los espermatozoides se en-
cuentran en intimo contacto en el epididimo, y que la
vida media de los ROS es del orden de nano a micro-
segundos, esto facilitarfa el que los ROS induzcan
fragmentacion de ADN en el epididimo, ya sea ac-
tuando directamente sobre el ADN o bien indirecta-
mente mediante la activaciéon de endonucleasas y cas-
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pasas espermaticas. Esto es consistente con el hecho
de que la cocentrifugacién de espermatozoides inma-
duros (que producen valores elevados de ROS) con
espermatozoides maduros resulta en la induccién de
fragmentaciéon de ADN en estos altimos, ya que en
estas condiciones estos espermatozoides también se
encontrarfan en intimo contacto'®. Esto también es
consistente con el hecho de que la exposicion in vitro
de espermatozoides maduros a ROS resulta en dano
significativo de ADN1!617,

Por otra parte, el mismo epididimo podria jugar
también un papel activo a la hora de inducir fragmenta-
cién de ADN en los espermatozoides a su paso por él,
ya sea producido por radicales libres como el anién su-
perdxido®®) el radical hidroxilo o el 6xido nitrico, o
bien mediante la activacién de caspasas y endonucleasas
espermdticas por agentes toxicos o por factores epididi-
marios. En el primer caso, este tipo de dano podria
prevenirse mediante el uso de agentes antioxidantes,
mientras que en el segundo caso este tratamiento care-
cerfa de eficacia. Esto viene avalado por los resultados
recientemente publicados por Greco et al®, donde el
uso de antioxidantes produce una reduccion significati-
va en los niveles de fragmentaciéon de ADN.

Probablemente, los espermatozoides que expresen
un mayor daiio de ADN sean los que adquieran un
menor grado de crosslinking de puentes disulfuro en la
cromatina espermdtica durante su maduraciéon en el
epididimo. En este sentido, estudios recientes han de-
mostrado que, en general, el grado de fragmentacién
de ADN en espermatozoides eyaculados es mas alto
que en espermatozoides testiculares*® y que en esper-
matozoides del cuerpo y cabeza del epididimo (que es
donde se completa el proceso de crosslinking) y que la
induccién de fragmentaciéon de ADN en los esperma-
tozoides a su paso por el epididimo podria estar rela-
cionada con la calidad gendémica del espermatozoide.
Es decir, ademds del mecanismo de cribado de la célula
de Sertoli, al que se hacia referencia antes, habria otro
mecanismo de cribado en el epididimo dirigido a elimi-
nar espermatozoides genémicamente defectuosos!.

El daio potencial de ADN que los espermatozoi-
des pueden experimentar a su paso por el epididimo
tiene una gran trascendencia clinica, ya que en casos
de valores elevados de fragmentacién de ADN en se-
men Y fallo en 2 o mas ciclos de fecundacién in vitro
(FIV)/1CSI (intra-cytoplasmatic sperm injection), po-
drfa recurrirse a la microinyeccién de espermatozoides
testiculares obtenidos mediante técnica de TESA (zes-
ticular sperm aspitation) o TESE (testicular sperm ex-
traction) (preferiblemente TESA, dado que es menos
invasiva y gozaria de una mayor aceptacién por parte
del paciente y del ginecélogo). Esto viene avalado por
los resultados obtenidos en un estudio publicado por
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Greco et al3, donde la microinyeccién de espermato-
zoides testiculares en pacientes con un valor de frag-
mentaciéon de ADN en semen > 15%, medido por el
test TUNEL (TdT-mediated-dUTP Nick-End Labe-
lling), resulté en una tasa de embarazo del 44,4%,
mientras que con espermatozoides eyaculados la tasa
de embarazo fue del 5,4%.

Estudios recientes confirman los resultados de Gre-
co et al, ya que se ha encontrado que las tasas de em-
barazo en ciclos de TESA-ICSI en parejas con fallo
repetido de embarazo y una fragmentacién de ADN
en semen > 20%, determinada por TUNEL vy citome-
tria de flujo, son de un 64,7% (Toro et al, congreso
de ASEBIR, Bilbao, 2007, resultados no publicados).
Cabe destacar que el 98% de los embarazos se produ-
jeron en el primer ciclo de TESA-ICSI y que el 70%
de las parejas ya habian realizado ciclos previos de do-
nacion de ovocitos. La prevalencia de fragmentacion
de ADN patoldgica en estas parejas era del 40%. Esto
es consistente también con los resultados de Barros et
al, donde las tasas de embarazo en ciclos de TESE-
ICSI en parejas con fallo repetido de embarazo, en las
que no se habia realizado estudio de fragmentacion
de ADN, son del 30% (Barros et al, resultados no pu-
blicados). Estos resultados sugieren que las tasas de
embarazo observadas en el estudio de Toro et al, se
deben a una fragmentacién de ADN patolégica y no
al mero uso de espermatozoides testiculares. De he-
cho, la tasa tedrica de embarazo predicha en la pobla-
cién general de parejas con fallo repetido de embara-
zo, sin realizar estudio de fragmentacion de ADN,
deberia ser del 70% X 0,4 = 28%, muy similar a la tasa
de embarazo del 30% encontrada por Barros et al.

Cabe destacar que la fragmentaciéon de ADN indu-
cida por el radical hidroxilo resulta en la formacién de
8-OH-guanina y 8-OH-2’-deoxiguanosina en un pri-
mer estadio seguido de fragmentacién de ADN de
cadena doble?. Mientras que el dafio de ADN del
primer tipo se pudiera reparar por el ovocito, la fe-
cundaciéon de un ovocito por un espermatozoide con
fragmentaciéon de ADN de cadena doble es prictica-
mente irreversible e incompatible con el desarrollo de
un embarazo a término. Dado que valores de frag-
mentaciéon de ADN en espermatozoides eyaculados >
20%, medidos por TUNEL?!, 0 > 30%, medidos por
el test SCSA (sperm chromatin structurve assay)??, estin
asociados a tasas de embarazo < 5%, la pregunta que
surge es, ¢qué ocurre con el 80 y 70% restante de los
espermatozoides? En estos casos, la probabilidad de
que un espermatozoide con un ADN normal fecunde
al ovocito deberia de ser del 80 y 70%, respectivamen-
te, y no < 5%. Sin embargo, ademds de que un 20 y
30% de los espermatozoides tengan roturas en las ca-
denas de ADN, el resto de los espermatozoides podria

tener modificaciones en las bases de ADN del tipo
de 8-OH-guanina y 8-OH-2’-deoxiguanosina. Por lo
tanto, la probabilidad de que un espermatozoide con
ADN normal fecunde al ovocito serfa mucho mas baja
que la esperada con un valor de fragmentacién de
ADN del 20 o 30%, respectivamente. Es decir, ademas
de la fragmentacion de ADN mesurable del 20 y 30%
(dadio primario), el 80y 70% restante de los esperma-
tozoides tendrian otro tipo de dafo (dasio secundario)
que no miden los tests habituales de fragmentacién de
ADN y que, de no ser reparado, no es compatible con
el desarrollo de un embarazo a término. Este concepto
ha sido designado como el “efecto iceberg”?.

Activacion de caspasas y endonucleasas espermaticas

La activacién de caspasas y endonucleasas en esperma-
tozoides diferenciados causada por factores fisicoqui-
micos, puede inducir también fragmentacién del
ADN espermatico. Estudios previos indican que la ex-
posicion de espermatozoides de ratén in vitro a 40 °C
resulta en un aumento significativo en el grado de
fragmentacion del ADN?*. Mis recientemente, se ha
demostrado la induccién de fragmentacién de ADN
en espermatozoides de ratén in vivo tras haber ex-
puesto los testiculos a una temperatura de 42 °C?2¢,
Dado que la fragmentaciéon de ADN se encontré en
espermatozoides aislados del epididimo 1 h después
del estimulo, los autores concluyeron que el dano ob-
servado tendria que haberse producido en los esper-
matozoides a su paso por el epididimo y que podria
ser causado por radicales libres o por activaciéon de
caspasas y endonucleasas espermaticas.

Fragmentacion de ADN inducida por radio
y quimioterapia

El uso de agentes quimioterapicos y radioterapia pue-
de inducir también fragmentaciéon del ADN espermd-
tico. De hecho, el mecanismo principal a través del
cual la radiacién ionizante produce dafio celular es
por fragmentaciéon de ADN de cadena doble y oxida-
cién del ADN por daiio secundario mediado por el
radical hidroxilo.

TESTS UTILIZADOS EN EL ESTUDIO DE FRAGMENTACION
DEL ADN ESPERMATICO

Recientemente se han introducido una serie de tests
para la determinaciéon de dano de ADN en los es-
permatozoides. Estos tests incluyen, TUNEL?,
COMET?, CMA,%, in-situ nick translation®®, DBD-
FISH (DNA Breakage Detection Fluorescence In
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Situ Hybridization [deteccién de roturas en el ADN
por hibridacién in situ])3!, Sperm Chromatin Disper-
sion Test (SCD)3? y Sperm Chromatin Structure As-
say (SCSA)?223:33:37,

Un aspecto importante en la determinaciéon de la
fragmentacion de ADN es el relacionado con el tipo
de roturas que se produce en las cadenas de ADN
(cadena sencilla frente a cadena doble) y la susceptibi-
lidad a la fragmentacién de ADN. Tests de fragmen-
tacién de ADN como el SCSA, SCD* o COMET
a pH dcido o alcalino®3? requieren un paso inicial
de desnaturalizacién para detectar los fragmentos de
ADN o roturas potenciales en la cadena de ADN. De
hecho, cuando se observa daiio de ADN en condiciones
de pH dcido o alcalino y no en condiciones de pH neu-
tro se habla de puntos labiles de rotura al tratamiento
dcido o alcalino. Por el contrario, el test TUNEL?Y, in
situ-nick transintion (ISNT)?” y el COMET a pH neu-
tro®, no requieren un paso previo de desnaturalizacién
y miden roturas reales de ADN, tanto de cadena sencilla
(ISNT, TUNEL y COMET) como de cadena doble
(TUNEL y COMET).

Dado que el pH intracelular en el ovocito es de
7,0, roturas de ADN de cadena sencilla o la presencia
de puntos labiles de rotura en el ADN no tendrian
mayores consecuencias en la formacién del prontcleo
masculino, ya que a pH neutro las cadenas de ADN
no se disocian y, por lo tanto, este tipo de dafio seria
mucho mas ficil de reparar. Por lo tanto, como una
primera aproximacién, podrian considerarse 2 tipos
de test: a) tests que miden “dano real” de ADN,
como TUNEL, ISNT o COMET a pH neutro, y &)
tests que miden “daifio potencial” de ADN o puntos
labiles de rotura al tratamiento acido o alcalino y sus-
ceptibilidad a la desnaturalizacion de ADN, como
SCSA, SCD, Chromomycin A3 y COMET a pH éci-
do o alcalino®. Tests que miden dafio real de ADN
deberfan tener un mayor valor predictivo que tests
que miden dano potencial de ADN. Esto estd avalado
por el estudio publicado por Greco et al®, en el que se
demuestra que la microinyeccién de espermatozoides
eyaculados con valores de TUNEL > 15% resultaron
en una tasa de embarazo por ciclo del 5,6%, mientras
que la microinyeccién de espermatozoides testiculares
con valores < 6% en un segundo ciclo de ICSI en es-
tos mismos pacientes resulté en una tasa de embarazo
por ciclo del 44,4%.

Es importante resaltar que, si bien el test TUNEL
con frecuencia se utiliza para determinar la apoptosis
celular, la positividad de TUNEL no es siempre siné-
nima de apoptosis, ya que el daiio de ADN inducido
por el radical hidroxilo y la radiacién ionizante tam-
bién resulta en fragmentacién de ADN de cadena do-
ble que se puede detectar por el test TUNEL*.
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El test de fragmentaciéon de ADN que mas se ha es-
tudiado hasta ahora desde el punto de vista clinico es
el test SCSA desarrollado por Evenson et al?%2333-37_ E]
test SCSA mide la susceptibilidad del ADN esperma-
tico a la desnaturalizacién in situ tras la exposiciéon a
un pH acido. El ADN de espermatozoides con una
cromatina normal no se desnaturaliza, mientras que si
el ADN de los espermatozoides esta danado y contie-
ne roturas en sus cadenas se pueden alcanzar diferen-
tes grados de desnaturalizacién. Para determinar el
grado de desnaturalizacion del ADN espermaitico, tras
el tratamiento acido, se tifien las células con naranja
de acridina (AO). Dado que el AO es un fluorocromo
metacromatico, éste emite en verde cuando se inter-
cala en cadenas de ADN dobles (ADN intacto), y en
rojo si son de cadena sencilla (es decir, ADN frag-
mentado). El grado de daiio de ADN, es decir la in-
tensidad de la fluorescencia verde y/o roja en los es-
permatozoides se mide de forma cuantitativa por
citometria de flujo y se expresa como DFI (ADN
Fragmentation Index). Estudios previos indican que
valores de DFI > 27% estin asociados con fallo
de embarazo en técnicas de reproducciéon asistida
(TRA)*2. Sin embargo, estudios recientes ponen en
tela de juicio el valor predictivo del test SCSA, ya que
se han reportado casos de embarazo en técnicas de re-
produccién asistida con valores de DFI > 27%*34,

Quizas en la mayoria de los casos el daiio de cadena
sencilla detectado en el ADN espermdtico por tests
como el test SCSA no sea incompatible con una des-
condensacién normal de la cromatina durante el pro-
ceso de fecundacién del ovocito y la formacién del
pronicleo masculino. En este sentido, el recién desa-
rrollado test SCD nos puede ayudar a comprender
mejor este proceso. El test SCD esta basado en el he-
cho de que en espermatozoides con las cadenas de
ADN intactas se produce un desenrollamiento de los
bucles de ADN, empaquetados en la matriz nuclear,
tras haber sido expuestos a un tratamiento acido se-
guido de un tratamiento con agentes reductores y de-
tergentes. Este desenrollamiento produce un halo al-
rededor de la matriz nuclear que se puede visualizar
por microscopia de campo claro usando tinciones ha-
bituales, como el Diff-Quik. Por el contrario, si una
de las cadenas de ADN estd danada no se produce el
halo, y se observan nuacleos condensados. Sin embar-
2o, si los espermatozoides no se exponen a este trata-
miento acido previo, se produce el desenrolamiento
de los bucles de ADN, independientemente de que el
ADN esté fragmentado o no. Dado que, como ya se
ha indicado antes, el pH intracelular del ovocito es
del orden de 7,0, un espermatozoide con ADN frag-
mentado que haya fertilizado el ovocito podria desen-
rollar sus bucles de ADN permitiendo que se produz-
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ca la descondensaciéon de la cromatina y la formacion
del prontcleo masculino.

Sin embargo, todavia cabrfa preguntarse, ;qué ocu-
rre con ese pronucleo masculino en el cual hay cade-
nas de ADN potencialmente dafiadas, va a afectar al
desarrollo posterior del embrién? Obviamente, la res-
puesta a esta pregunta va a depender de varios facto-
res, entre los que cabe destacar el nimero de ovocitos
obtenidos, la capacidad del ovocito para reparar este
dano, si hay dafo real o dano potencial y de si estan
afectados intrones o exones. Dado que mas del 90%
del genoma humano esta compuesto por intrones con
secuencias repetitivas que no codifican por proteinas
celulares, lo mas probable es que, de haber dano en
las cadenas de ADN, éste no afecte a hot spots o se-
cuencias que codifican proteinas (exones) que pudie-
ran comprometer el desarrollo normal del embrién.
Acerca de este tema se volvera a hablar mds adelante
en la secciéon de preguntas y respuestas.

Dadas las limitaciones de tests como el SCSA y
SCD, que miden susceptibilidad del ADN a la desna-
turalizacion in vitro, en la prediccién de tasas de fe-
cundaciéon y embarazo en técnicas de reproduccion
asistida, en la actualidad se recomienda el uso de tests
como TUNEL o n-situ nick translation que miden
“daiio real” de ADN. La presencia de daiio de cadena
doble en el espermatozoide podria interferir de forma
significativa con la descondensacién de la cromatina
espermatica. Esto es consistente con los resultados de
estudios que demuestran la existencia de bajas tasas
de fecundacién asociadas a valores de fragmentacion
de ADN > 10% medidos por el test TUNEL*+6. Sin
embargo, como cabria esperar, el test SCSA no se co-
rrelaciona con las tasas de fecundacién in vitro*!42.

APLICACIONES AL DIAGNGSTICO Y TRATAMIENTO
DE LA INFERTILIDAD

¢Cudles son las implicaciones del daiio de ADN en el
diagnéstico y tratamiento de la infertilidad? La fecun-
dacién de ovocitos en metafase II por espermatozoi-
des con daiio de ADN podria conducir a alteraciones
en el desarrollo del embrién, fallo en la implantacion,
0 a un aumento en la tasa de aborto!>*#74°_ Ovocitos
maduros con los mecanismos de reparaciéon de ADN
intactos tienen la capacidad de reparar un dano mode-
rado de ADN en los espermatozoides®®®!. Sin embar-
g0, ovocitos inmaduros u ovocitos cuyos mecanismos
de reparacion no funcionen de forma adecuada (p. ej.,
mujeres de edad avanzada) o que hayan sido danados
por factores toxicos endogenos (p. ej., radicales libres)
o exdégenos (p. €j., radiacién, toxicos ambientales) no
serfan capaces de reparar este dano. Esto es consistente

con la observacién de que la inseminacién de ovocitos
de mujeres de edad avanzada (que previamente habian
sido inseminados in vitro en varios ciclos con esperma-
tozoides de baja calidad de su conyuge y cuya transfe-
rencia resulté en fallo repetido de embarazo con es-
permatozoides de donante), frecuentemente resulta en
un aumento significativo en la calidad embrionaria y
en la tasa de embarazo*”*2. Por consiguiente, los tests
de fragmentacién de ADN potencialmente se podrian
utilizar en el diagnoéstico de fallo repetido de embara-
zo y abortos de repeticiéon en TRA.

Otro aspecto importante de las implicaciones clini-
cas del estudio de la integridad del ADN espermatico
esta relacionado con el grado de fragmentacién de
ADN que se encuentra en espermatozoides testicula-
res frente a espermatozoides del epididimo en oligos-
permias y azoospermias obstructivas®. En este estudio,
Steele et al*> demostraron que el grado de fragmenta-
cién de ADN en espermatozoides testiculares de pa-
cientes con procesos obstructivos es significativamen-
te inferior al de espermatozoides del epididimo
obtenidos de esos mismos pacientes. Estudios previos
sugieren que factores toxicos medioambientales, radi-
cales libres producidos por espermatozoides inmadu-
ros, o bien derivados de un varicocele testicular o
producidos por el propio epididimo (p. €j., 6xido ni-
trico producido por iNOS epididimaria), y/o la pre-
sencia de factores proinflamatorios (p. ¢j., interleucina
[IL]-6, IL-8) podrian resultar en la inducciéon de
fragmentacion de ADN. Por lo tanto, en lugar de ob-
tener espermatozoides de los tabulos epididimarios
en casos de procesos obstructivos, donde se pueden
acumular estos factores y también se puede producir
una obstrucciéon iatrogénica, se recomienda obtener
espermatozoides testiculares, ya sea por la técnica de
TESA o TESE.

Como ya se indicé anteriormente, los resultados
preliminares obtenidos por Toro et al, el estudio de
fragmentacion del ADN espermatico mediante el test
TUNEL y citometria de flujo en parejas con fallo re-
petido de embarazo, y un valor de fragmentaciéon
> 20% arrojan unas tasas de embarazo del 70% (Garcia
et al, 2007, resultados no publicados). Estos resulta-
dos, de confirmarse en una serie mds amplia de casos,
supondrian un gran avance en reproduccién asistida.

También cabe destacar que el estudio de fragmen-
tacion de ADN tiene importantes aplicaciones en el
diagnoéstico y tratamiento de factor masculino en pa-
cientes con varicocele. El estudio publicado por
Smith et al>® demuestra que un 50% de pacientes con
varicocele tienen un valor patolégico de fragmen-
tacion del ADN espermitico medido por el test
TUNEL, independientemente de que los parametros
seminales fuesen normales o anormales. La fragmen-
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taciéon de ADN en estos pacientes se correlacioné con
los valores de ROS en semen. En una segunda fase
del estudio, se hizo un seguimiento a unos 18 pacien-
tes con varicocele clinico y un valor de fragmentacién
del ADN espermatico patoldgico, a los cuales se les
habfa practicado una varicocelectomia. Los resultados
demuestran que en mas de un 90% de estos pacientes
la fragmentacién de ADN se normaliz6 1 ailo después
de la varicocelectomia (Smith et al, 2006, resultados
no publicados). En un estudio similar, Werthman et
al®* encontraron que en pacientes con varicocele y un
valor patolégico de fragmentacién de ADN, los valo-
res de fragmentaciéon de ADN se normalizaron tras la
varicocelectomia en mas del 90% de los casos. Por lo
tanto, la fragmentacién del ADN espermdtico podria
utilizarse como marcador bioquimico para identificar
a los pacientes con varicocele clinico que pudieran be-
neficiarse de la varicocelectomia.

INDICACIONES DEL ESTUDIO DE FRAGMENTACION
DEL ADN ESPERMATICO

El analisis de fragmentacién del ADN espermatico es-
tarfa indicado solicitarlo en los siguientes casos:

1. Fallo repetido de embarazo en técnicas de repro-
duccién asistida.

2. Abortos de repeticién®.

3. Edad del var6n > 45 anos®>%°.

4. Varicocele®** (Smith et al, 2006, datos no pu-
blicados).

5. Episodio de fiebre alta en los tltimos 3 meses®’.
Esto estarfa relacionado con lo indicado anteriormente
acerca del efecto de una temperatura escrotal elevada
en el valor de fragmentacién del ADN espermatico.

6. Cuando se va a congelar semen antes de hacer
una vasectomia. Dado que se ha demostrado que hay
una cierta variabilidad en el valor de fragmentacién
del ADN espermatico en muestras de semen obteni-
das de un mismo paciente®®* cuando se vaya a con-
gelar semen previo a una vasectomia deberian selec-
cionarse muestras de semen con valores de
fragmentacion de ADN normales.

7. Cuando se va a congelar semen previo a trata-
mientos de quimio/radioterapia. Aqui también se
aplicaria lo indicado en el punto anterior.

FACTORES QUE PUEDEN CAUSAR FRAGMENTACION
DEL ADN ESPERMATICO

Varios factores se han asociado a la induccién de dano
de ADN en los espermatozoides. Estos factores inclu-
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yen procesos inflamatorios agudos y crénicos, estrés
oxidativo, varicocele, fiebre alta, exposiciéon del testi-
culo a temperaturas > 36 °C?*?% t6xicos medioam-
bientales, quimioterapia, radiacién ionizante, edad >
40 anos, consumo excesivo de cafeina (= 3 tazas de
café al dia)%°.

VALOR PREDICTIVO DE LOS TESTS DE FRAGMENTACION
DE ADN

El valor predictivo de un test de fragmentaciéon de
ADN va a depender de varios factores. Estos factores
incluyen:

— Fragmentacion de ADN de cadena sencilla frente
a cadena doble. Como ya se indicé anteriormente, en
general, el dafio de cadena sencilla es mas ficil de re-
parar por ovocito que el de cadena doble.

— Porcentaje de espermatozoides que estin afectados.
Cuanto mas alto sea el porcentaje de espermatozoides
con ADN fragmentado menor sera la probabilidad de
que un espermatozoide con ADN intacto pueda fe-
cundar al ovocito.

— Grado de fragmentacion de ADN por espermato-
zoide. Cuanto mayor sea el grado de fragmentaciéon
del ADN nuclear del espermatozoide, menor la sera la
probabilidad de que el ovocito lo pueda reparar.

— 8¢ anicamente hay davio primario o si hay dano
combinado primario y secundario. Por ejemplo, en ca-
sos de apoptosis durante la espermatogénesis o rotu-
ras de ADN producidas durante la espermiogénesis,
generalmente este tipo de dano no suele estar asocia-
do a dafio secundario. Por el contrario, en casos de
danio postesticular inducido por el radical hidroxilo o
en casos de exposicion a radiacién ionizante, el dano
primario (que suele ser de cadena doble) casi siempre
estd asociado a dafo secundario.

— Tipo de test de fragmentacion de ADN utilizado.
Tests que miden dainio de ADN real como el test TU-
NEL o el COMET a pH neutro, en principio tienen
un mayor valor predictivo que tests que miden daiio
potencial o susceptibilidad a la desnaturalizaciéon del
ADN como el COMET a pH alcalino o acido, el test
SCSA o el test SCD. De ahi que se recomiende el uso
de tests como el test TUNEL.

— St el datio afecta intrones o exones. Mas del 90%
del ADN estd formado por intrones. Por lo tanto, la
probabilidad de que el dano de ADN afecte a exones,
que son las secuencias del ADN que codifican protei-
nas, es relativamente baja.

— Capacidad del ovocito de reparar dajio de ADN en
el espermatozoide que lo ha fecundado. Esta capacidad
puede variar de un ovocito a otro en cohortes de ovo-
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citos obtenidos en ciclos de in vitro. Desafortunada-
mente, la capacidad de reparacién del ovocito no se
puede determinar in vitro, ya que esto afectaria su via-
bilidad.

— Capacidad del embrion para veparar el dano de
ADN. Esto va a depender del grado de daino de ADN
introducido en el genoma embrionario por el genoma
paterno y de la calidad embrionaria. A diferencia del
caso del ovocito, en este caso si se podria determinar
la capacidad reparadora del embrién, al menos en par-
te, analizando la fragmentacion de ADN en células
del trofoectodermo obtenidas por biopsia de blasto-
cisto.

— Nitmero de ovocitos en metafase I1. En ciclos de in
vitro de parejas donde el valor de fragmentaciéon de
ADN en semen, medido por TUNEL, es relativamen-
te alto, la probabilidad de que se produzcan embriones
viables y un embarazo a término va a depender, al me-
nos en parte, del nimero de ovocitos obtenidos y de
su capacidad de reparar dafito de ADN en el esperma-
tozoide. Por ejemplo, si se dispone de 10 ovocitos en
metafase II, la probabilidad de que se produzca un
embarazo va a ser mayor que si se dispone de tan sélo
2 ovocitos. En este tltimo caso, la probabilidad de que
un espermatozoide con el ADN intacto fecunde un
6vulo normal o de que un espermatozoide con ADN
fragmentado fecunde un évulo con una alta capacidad
reparadora va a ser mucho menor que en el primer
caso. Si bien en el primer caso, podrian producirse al
menos 2 embriones con una puntuaciéon de 10 (escala
de 0 a 10), que podrian dar lugar a un embarazo evo-
lutivo, esto no quiere decir que la fragmentacion de
ADN no esté asociada a un mal pronéstico en TRA, ya
que de haber menos ovocitos, podria no producirse
ningn embrién viable y, por lo tanto, no se produciria
un embarazo. De hecho, aun cuando se produjesen 2
embriones de alta calidad, la calidad de los 8 embrio-
nes restantes podria estar comprometida y, por lo tan-
to, el uso de estos embriones en ciclos de criotransfer
podria asociarse a malos resultados. Es decir, la tasa de
embarazo por puncién podria ser significativamente
mas baja. Por lo tanto, e/ namero de ovocitos disponibles
es un factor importante que va a influir en el valor pre-
dictivo de tests de fragmentacion de ADN.

Esto mismo se aplicarfa a ciclos de coito dirigido e
TAC, donde el nimero de ovocitos que se obtienen
habitualmente es de 1 o 2, respectivamente. Aqui las
tasas de embarazo serfan mas bajas cuando el grado
de fragmentaciéon es relativamente alto, ya que habi-
tualmente se desarrollan de 1 a 2 foliculos. Por lo tan-
to, uno esperaria que el valor predictivo negativo de
tests de fragmentacidn, especialmente los que miden
dano real como el test TUNEL, sea mds alto en ciclos
de TAC y coito dirigido. Esto se ha confirmado en un

estudio donde se encontrd una correlacion significati-
va entre el grado de fragmentacién de ADN en semen
medido por el test TUNEL vy las tasas de embarazo
en ciclos de TAC®!.

— Procesamiento del semen. Nos es inusual que du-
rante el procesamiento del semen se pueda inducir
daiio iatrogénico del ADN espermdtico. Esto, por
ejemplo, podria estar relacionado con la centrifuga-
cién de muestras de semen con una concentracion re-
lativamente alta de espermatozoides inmaduros pro-
ductores de ROS y/o leucocitos, o también con la
incubacién innecesariamente prolongada a 37 °C de
muestras de semen procesadas con un grado de estrés
oxidativo elevado.

Para concluir, podriamos decir que el valor predic-
tivo de un test de fragmentacion, ¢, es el sumatorio
de varios factores: 2, = 2,4, + 25y + 23 + . 2. Al-
gunos de estos factores pueden medirse y otros no,
por ejemplo si el dano afecta a intrones o exones o la

capacidad reparadora del ovocito.

TESTS DE FRAGMENTACION DE ADN RECOMENDADOS

Se recomienda utilizar tests que midan dafio primario y
dano secundario. Para determinar daflo primario se re-
comienda el uso de tests de fragmentacién que miden
danio real, como el test TUNEL, ya sea por microsco-
pia o por citometria de flujo. Los kits comerciales que
hay para el test TUNEL son sencillos, poco costosos,
permiten el uso de microscopia de campo claro o de
fluorescencia, dependiendo de si la sonda va conjugada
a peroxidasa o fluoresceina, respectivamente (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany), y, por lo tanto,
pueden realizarse en cualquier laboratorio. No se reco-
mienda el uso de tests como el SCSA o el SCD, inclu-
yendo el Halosperm kit, ya que estos tests miden dano
potencial o susceptibilidad a la desnaturalizaciéon del
ADN vy tienen un valor predictivo relativamente bajo
en técnicas de reproduccién asistida. Para medir dano
secundario se recomienda la determinacién de 8-OH-
2’-deoxiguanosina utilizando el kit de ELISA de Ox-
ford Biomedical (Oxford Biomedical Research, USA).
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