REVISIONES

"8 1 | ocalizador web

Articulo 272.682

Fragmentacion del ADN espermatico

Jaime Gosalvez Berenguer?, Pedro Caballero Peregrin®, C. Lopez-Fernandez®, J.L. Fernandez*

y Rocio Nunez Calonge®

*Unidad de Genética. Facultad de Biologin. Universidad Auténoma de Madrid. Madrid. Espaiia.

'Clinica Tambre. Madrid. Espana.

‘Unidad de Genética. INIBIC-Complejo Hospitalario Universitario Juan Canalejo. A Coruna. Espana.

RESUMEN

Los valores de fragmentacién de la molécula de acido desoxirribonu-
cleico (ADN) transportada por el espermatozoide y su relacion con la
fertilidad, es un tema de enorme interés, tanto en humanos como en
el resto de las especies, dado el papel implicito que se le otorga al
ADN en el momento de producir una descendencia que, dentro de
unos limites, represente el acervo genético de los genomas parentales.
Sin embargo, el estudio de cuidn fragmentado se encuentra el ADN
del espermatozoide no es una tarea sencilla debido a que la evolucion
ha blindado la informacién genética para ser transportada, haciéndola
poco accesible a todo tipo de factores externos que puedan modificar
el sentido real del mensaje que se intenta transmitir. En el presente
trabajo se presenta una reflexion, en tono de cuestiones abiertas, acer-
ca de distintos aspectos de la fragmentacién del ADN espermético
que pretende ordenar el tono del debate sobre un problema, ya no
s6lo apasionante sino también de un enorme interés prictico. De esta
forma se formulan y se debaten las siguientes cuestiones: ¢cuales son
los mecanismos que provocan fragmentacion del ADN espermitico?;
¢se relaciona la fragmentacion del ADN espermatico con determina-
dos cuadros clinicos?; ¢qué factores externos incrementan los valores
de fragmentacién del ADN espermatico?; ;cudles son las lesiones que
se esperan en el ADN del espermatozoide?; ses correcta la distincion
entre roturas “reales” frente a roturas “potenciales” del ADN?; ;qué
metodologia es mds efectiva para medir el dano en el ADN del esper-
matozoide?; ¢se debe hablar de metodologias directas e indirectas para
analizar el dano en el espermatozoide?; ;qué consecuencias tienen los
distintos tipos de dano en la fertilizacién?; ¢es esencial distinguir la lo-
calizacién de las roturas del ADN en dreas codificantes o no codifican-
tes? En una serie de apartados finales se generan preguntas mds rela-
cionadas con la aplicacion clinica como: ¢hay un nivel de corte para
conseguir embarazo y un “efecto iceberg”?; scudl es el limite acepta-
ble para relacionar la fragmentacién del ADN con la fertilidad?, o bien
¢respalda la clinica las hipotesis planteadas sobre los valores de frag-
mentacién vy fertilidad?; ¢es clinicamente aceptable considerar los valo-
res de fragmentaciéon como un valor Gnico y estitico? Finalmente, y
ante toda la serie de problemas que parece se pueden derivar de tras-
mitir o intentar transmitir una molécula de ADN no ortodoxa a la
descendencia, una pregunta final en tono de posible solucién al pro-
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ABSTRACT
0f sperm DNA fragmentation

Sperm DNA fragmentation and its relationship to
fertility is a topic of great interest, not only in hu-
mans but in all species, given the implicit role of
the DNA molecule in producing a successtul offs-
pring with a genetic resemblances to the parental
genomes. However, sperm DNA fragmentation is
not easy, mainly because the evolutionary trends
have shielded the genetic information to external
factors that could affect the genetic message. The
present study presents some open questions on
different aspects of the sperm DNA fragmenta-
tion as an open debate about an exciting issue
with a high practical interest. The following ques-
tions shall be addressed and discussed: what are
the mechanisms that cause sperm DNA fragmen-
tation? Is Sperm DNA fragmentation related to
certain clinical conditions? What factors are incre-
asing the level of sperm DNA fragmentation ?
Which kind of damage it is expected on the
sperm DNA? Is a distinction between “real” ver-
sus “potential” DNA damage possible?, What is
most successful methodology for assessing sperm
DNA fragmentation? Is it relevant to talk about
“direct” and “indirect” methods for analyzing
sperm DNA damage? What are the consequences
for fertilization of different types of sperm DNA
damage? Is it crucial to map the sperm DNA da-
mage in coding or non-coding areas? Some ques-
tions directly related to the clinical applications
have been addressed; is there a threshold level to
achieve pregnancy and an “iceberg effect? Is ferti-
lity related to a known level of sperm DNA frag-
mentation? Are the results at clinic level suppor-
ting the assumptions about the sperm DNA
fragmentation and fertility? Is sperm DNA frag-
mentation and static or a dynamic concept? And
one obvious final question; is there a treatment to
decrease the levels of sperm DNA fragmentation?
One of the main aims of this review is to identify
those aspects where each one of us need to act, in
our day-to-day work, by seeking solutions which
will bring us nearer to answering these questions
and increasing general knowledge.

Key words: Andrology. Sperm DNA fragmenta-
tion. Spermatozoid. Sperm quality. Fertility. Male
factor.
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blema serfa: chay un tratamiento que disminuya los valores de frag-
mentacion del ADN espermdtico? La presente revisiéon, con un acento
no oculto de reflexién personal, trata, simplemente, que seamos cons-
cientes de todo lo que se desconoce en el mundo de la fragmentacién
del ADN dentro de la célula automoévil conocida como espermatozoi-
de, para poder identificar los aspectos en los que cada uno de noso-
tros podamos aportar nuestra mejor parte del conocimiento para que
las preguntas cada dia sean muchas menos o, al menos, de menor ca-

lado.

Palabras clave: Andrologia. Fragmentacion del ADN espermitico. Es-
permatozoide. Calidad espermatica. Fertilidad. Factor masculino.

INTRODUCCION

$Qué espermatozoide piensa usted que tendva mds éxito
reproductivo: uno que tenga el ADN integro o uno que
lo tenga fragmentado? Si pidiéramos opinién acerca de
esta cuestion a cualquier profano en el campo de la re-
produccién, casi con toda seguridad la respuesta serfa:
“pues, el espermatozoide que tiene su ADN integro”.
Sin embargo, esta conclusion, no carente de cierta 16-
gica —lo roto no funciona—, no parece que sea asumible
por la ciencia, y el profesional relacionado con la prac-
tica medica o con la investigacién necesita pruebas ex-
perimentales que respalden lo que la logica del profa-
no asume con facilidad. El problema que suele
acompanar al cientifico es que, al formular nuevas pre-
guntas acerca de algo desconocido, genera otras tantas
de igual calado respecto a otros aspectos que también
desconoce. Nada en la ciencia escapa a esta regla, dado
que si asi fuera, la ciencia, como tal, dejarfa de serlo.
Dentro de este escenario, el dar respuesta, por parte
del cientifico, a una cuestibn como la anteriormente
formulada y en relacién con la calidad del ADN en el
espermatozoide, y que el profano vislumbra con niti-
dez, genera toda suerte de dudas y preguntas que,
desgraciadamente, no siempre tienen una respuesta
tan inmediata como serfa deseable. Pero, como decia-
mos antes, ¢s ¢l desconocimiento, como motor de la
ciencia, el que genera toda una serie de dudas cuya re-
solucién siempre llevardn implicito un paso adelante
en la comprension global del problema.

El espermatozoide es una célula singular, autébnoma
en parte de su existencia y la encargada de mantener la
identidad de las especies dado que aporta casi el 50%
de la carga genética nuclear que caracteriza a un orga-
nismo diploide. Ademis, el espermatozoide, durante
el proceso de fecundacién, sélo aporta la carga genéti-
ca al nuevo embrién, ya que la mayoria del citoplasma
de esta célula se pierde durante su proceso de madura-
cién. Sera el citoplasma del oocito el que aporta las
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primeras senales para el control de la expresion genéti-
ca del genoma aportado por el varén. Con indepen-
dencia de estas singularidades, las células espermaticas
de todas las especies estin especificamente disefiadas
para garantizar la transmisién de un genoma haploide
integro que conforme un nuevo individuo, que a su
vez se comportard como nuevo reproductor, y asi per-
petuar las especies. Por lo tanto, la integridad del ge-
noma en un espermatozoide es casi una exigencia para
el desarrollo normal de un embrién, para el éxito de
embarazo y para el mantenimiento de las especies. Pa-
rece obvio que el ADN del esperma vy la integridad de
la cromatina son esenciales para una transmisioén efec-
tiva de la informacién genética a las generaciones si-
guientes, v la acumulacién de pruebas indica que la
cromatina espermdtica anémala o el daio en el ADN
puede influir en la fertilidad masculina. Sin embargo,
en el caso de los humanos, al igual que ocurre en la
mayoria de las especies, una cierta proporcion del es-
perma eyaculado contiene espermatozoides con ADN
fragmentado, con independencia de la eficacia biologi-
ca del organismo en cuestiéon. Ahora bien, cierto es
que, en general, en los individuos con cierta tendencia
a ser estériles, la proporciéon de espermatozoides con
ADN fragmentado suele ser mayor que en los fértiles.
El estudio de la fragmentacién del ADN en el esperma
es un tema de gran interés actual y hay varias revisio-
nes que recogen los frutos de una investigaciéon muy
activa en los campos de la andrologfa, la fertilidad, la
reproduccién y también en el campo de la ciencias ba-
sicas, dado que la estructura de la cromatina en el es-
permatozoide es todavia desconocidal .

Sin embargo, y a pesar del interés que despierta lo
que se relaciona con el espermatozoide, también es
cierto que la calidad del ADN, con toda seguridad la
esencia de esta célula, no se evalta en los andlisis ruti-
narios del esperma. Hecho que se sustenta, en parte,
en la complejidad de las técnicas existentes para tales
fines. Este tipo de obsticulos puede tener los dias con-



tados dado que, en la actualidad, hay metodologias
eficaces que cualquier laboratorio puede implementar
sin requerimientos logisticos complejos o que deman-
den una aplicacién tecnolégica sofisticada. Este, al que
podriamos llamar “parén tecnoldgico” para tener una
idea acertada de cudl es el estado de la fragmentacién
del ADN espermitico, estd presente desde que irrum-
pi6 la metodologia desarrollada por Evenson (SCSA,
sperm chromatin structuve assay) hace ya casi 30 anos.
El interés que se generd para el andlisis de este pard-
metro era obvio, pero desgraciadamente la tecnologia
no era accesible para la mayoria de los laboratorios; in-
cluso la gran mayorfa de los que se formaron después
del nacimiento del SCSA apenas fueron capaces
de asumirla. Esta situacién ha generado toda suerte de
desarrollos tecnoldgicos paralelos con los que se ha
conseguido, todo hay que decirlo, resultados muy va-
riopintos. Quizas sea ésta una de las razones por las
que hay un bajo nivel de comprensién de la importan-
cia de este pardmetro en el momento de evaluar el pa-
pel del factor masculino en la fertilidad. De esta forma,
la controversia que hay acerca de la relacién entre la
frecuencia de los espermatozoides con ADN fragmen-
tado y fecundacién, la calidad embrionaria tras la fe-
cundacién o el éxito o fracaso del embarazo, presiden
las publicaciones cientificas que aparecen dia tras dia.

Afortunadamente, el consenso entre las distintas
formas de ver el problema apunta al hecho de que,
dentro de cada especie, los individuos con mayores
tasas de fragmentacién en su ADN espermatico no
forman parte de la distribucién normal de los valores
observados en este parametro y, ademas, suelen pre-
sentar mas problemas en el momento de la fecunda-
cién. Sin embargo, la compleja relacién entre las dife-
rencias tanto cuantitativas como cualitativas del
posible dano en el ADN, asi como el alcance vy la fide-
lidad de las vias de reparacién del ADN que tiene lu-
gar en el oocito, una vez que el ADN del espermato-
zoide ha penetrado en él, podrian explicar también
parte de la disparidad de los resultados observados.
En cualquier caso, la influencia de una mala calidad
del ADN espermatico en la capacidad fecundante pa-
rece clara. En el caso contrario, situacion cientifica-
mente asumible, se podria plantear como hipédtesis
que un espermatozoide con su ADN fragmentado
puede fertilizar y generar individuos normales con la
misma eficacia que uno que no lo tuviera... pero eso
se tendria que demostrar cientificamente.

Por otra parte, la evaluacién de la fragmentacién
del ADN en el espermatozoide no debe considerarse
como un parametro de fecundidad independiente,
sino integrado en el estudio seminal completo como
un complemento de los pardmetros de calidad del es-
perma que se evaltan de forma rutinaria y en el con-
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texto del cuadro clinico que delimitamos de forma
previa: cuadros de infertilidad no identificada, varico-
cele, infecciones, cancer, obesidad, cuadros de estrés
por accién de sustancias lesivas hacia el ADN, etc. En
cualquiera de los casos, lo que si que parece ser cierto
es que a la evaluacion de la calidad de ADN se tiende
a exigirle mds que a los demds parimetros de calidad
seminal. El clinico desea tener un valor de corte exac-
to por encima o por debajo del cual pueda decidir si
ese individuo es o no fértil. La pregunta es: ¢le exigi-
mos lo mismo a otros pardmetros, como la concentra-
cién, la motilidad o la morfologia? La respuesta es
sencilla, como parimetros aislados, no. Se hace una
valoracién integrada de toda la informacién que se
puede derivar del estudio y, con todo ello, algunas ve-
ces se acierta y otras se falla. Probablemente, la situa-
cién no varie en demasia si a la valoracién global de
un semen con los pardmetros al uso, se le anade el es-
tudio de la calidad del ADN. Pero puede ser que fa-
llemos menos. Y de eso se trata. Por lo tanto, en
nuestra modesta opinién, creemos necesario que el
personal clinico, en colaboracién activa con el investi-
gador basico, sean capaces de identificar las preguntas
que carecen de una respuesta clara en el tratamiento
del problema de la fragmentacién del ADN esperma-
tico y su importancia en la fertilidad. Sin duda, esto
ayudard a obtener conclusiones que serin mds o me-
nos acertadas, pero que con toda seguridad reflejaran
de manera honesta la importancia total o parcial que
pueda tener el concurso de una molécula de ADN de
mala calidad en la fertilizacién.

Este trabajo, a diferencia de otras revisiones trata de
presentar un vision acerca de los aspectos cientificos y
técnicos en términos de preguntas frecuentes (FAQ)
que todo estudioso de este tema tan apasionante se ha
hecho alguna vez o se hace cada dia, dado que algunas
de estas FAQ siguen todavia sin tener una respuesta
clara. En el compendio de preguntas elegidas se ha in-
cluido algunas que pueden tener interés en la prictica
clinica de rutina. La intencién del escrito es identificar
los campos abiertos de interés en formato de pregun-
tas, intentar mostrar de forma simplificada hechos
asentados y afinar posibles interpretaciones que se ge-
neran en el momento de intentar entender el denso
entresijo de la fragmentacién del ADN espermitico.

¢CUALES SON LOS MECANISMOS QUE PROVOCAN
FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO?

Las bases que definen la fragmentacién de ADN en cé-
lulas espermidticas maduras no se conocen con el detalle
que se requiere. Los mecanismos que producen el
dano estin en parte identificados, pero la procedencia
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del dano, una vez que éste se localiza en el espermato-
zoide maduro, no se puede identificar con facilidad. Se
han propuesto 3 hipétesis principales que explicarfan la
presencia de ADN fragmentado en el espermatozoide.

— En la primera hipétesis se relaciona la presencia de
roturas en la cadena del ADN en células maduras con
el intercambio del complejo de histonas por el de pro-
taminas que ocurre en el proceso de la espermiogéne-
sis. Este intercambio, dirigido a conseguir una mayor
compactacién de la molécula de ADN, genera cierto
nivel de estrés en la torsion de la molécula de ADN,
dado que hay un superenrollamiento heredado de la
presencia de histonas. Para eliminar este tipo de tensio-
nes y facilitar el reemplazo de las histonas por protami-
nas se genera un cierto nivel de roturas en las molécu-
las de ADN que serdn posteriormente reparadas. Este
tipo de dafo y reparacién, netamente estructural, se ha
demostrado en espermatidas en estado de elongaciéon
de ratones y posiblemente también ocurra de forma si-
milar en el caso de los humanos. Con bastante proba-
bilidad el proceso estd presidido por la topoisomerasa
II78. En consonancia con la presencia de este tipo de
dano estructural, se ha demostrado en las espermatidas
en estado de elongacién, ahora de un insecto, la pre-
sencia de configuraciones de ADN-triplex cuya locali-
zacion varfa a lo largo del la espermdtida segtin avanza
la compactacién de la cromatina. Estos dominios de
ADN-triplex colocalizan con los sitios fisicos en los que
detectan roturas en la molécula de ADN’. La presencia
de anomalias que impidan que todo el proceso conclu-
ya, podria dar lugar a una compactacién incompleta de
la cromatina durante el proceso de maduracién, de tal
forma que regiones con roturas no reparadas pueden
persistir en las células del esperma maduro. De hecho,
los ratones con deleciones especificas para los alelos
Tnpl o Tnp2 muestran un aumento en la frecuencia
de espermatozoides con ADN danado!®12.

— La segunda hipétesis propone que la fragmenta-
cién del ADN es la consecuencia de un exceso de es-
trés oxidativo en el tracto reproductivo masculino.
Los altos niveles de especies reactivas del oxigeno
(ROS), podran ser consecuencia de su liberaciéon por
los leucocitos activados y/o macréfagos, por ejemplo,
frente a una respuesta inflamatoria generada ante un
proceso infeccioso. La presencia de células inmaduras
en el esperma y que mantienen cantidades excesivas
de citoplasma, como por ejemplo la presencia de go-
tas citoplasmdticas proximales o distales'*'”, pueden
también contribuir a provocar altos valores de oxida-
cidn, en este caso de tipo endogéno. El estrés oxidati-
vo puede desencadenarse cuando la produccién de
ROS supera la actividad de los agentes antioxidantes
presentes en el plasma seminal, incluyendo enzimas
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como la superéxido dismutasa, la catalasa o la gluta-
tién peroxidasa, asi como agentes que bloquean la
cascada de reacciones redox'®. Normalmente este tipo
de dano suele generar danos en las bases y roturas en
1 de las 2 hebras de la doble cadena del ADN.

— La tercera hipétesis implica al proceso apoptoti-
co. Con el concurso de enzimas nucleoliticas se gene-
rarfan roturas de cadena doble en la molécula de
ADN!820" de manera similar a lo que puede ocurrir en
las células somaticas®!. La presencia de las caspasas 8,
1y 3 en la regién postacrosomal y de la caspasa 9 en
la pieza media se han relacionado con este tipo de
procesos??. Por otra parte, en las células de esperma
humano, ratén y hamster se ha encontrado una nu-
cleasa enddgena que pudiera mediar en el proceso®.
Adicionalmente, la presencia de células de esperma
maduro con marcadores de apoptosis, como Fas,
Bcl-x, p53, 0 anexina-V, especialmente en algunos va-
rones infértiles, podria explicarse por haber escapado
de la accién de un proceso apoptético abortivo!®. Sin
embargo, la situacion no es tan clara como en princi-
pio se podria asumir, dado que no hay correlacién en-
tre la presencia de estos marcadores tipicos de apop-
tosis y el grado de fragmentaciéon del ADN en
algunos individuos**. Por otra parte, no hay una me-
todologia eficaz que nos permita inducir la activaciéon
de la caspasa en espermatozoides humanos?. Esto su-
giere que el proceso de fragmentacién del ADN, si es
por apoptosis, podria ser impulsado por un mecanis-
mo ligeramente diferente al que opera en otros tipos
celulares. Hecho que no deberia sorprendernos dado
que se ha encontrado vias de fragmentaciéon del ADN
y muerte celular no dependientes de caspasa®.

Finalmente, debemos tener en cuenta que la presencia
de ADN fragmentado en un espermatozoide maduro
puede ser el resultado de diferentes procesos combina-
dos, dado que los mecanismos propuestos en las 3 hipo-
tesis no son excluyentes y lo mis probable es que no
operan como fenémenos aislados. Por ejemplo, se po-
drfa asumir que el proceso apoptotico y el dano genera-
do por ROS puedan estar asociados, y lo mismo podria
ocurrir tras un proceso de espermiogénesis anormal con
acumulacioén de roturas, hecho que podria ser detectado
por el proceso de senalizacién de la apoptosis.

¢SE RELACIONA LA FRAGMENTACION DEL ADN
ESPERMATICO CON DETERMINADOS CUADROS
cLiNICOoS?

El hecho de que la mayor parte de la investigacién res-
pecto a la fragmentaciéon del ADN haya emergido de
grupos relacionados con la reproduccién asistida da



como resultado que el debate se haya centrado excesi-
vamente en entender la relacién entre la fragmentaciéon
del ADN y el embarazo. Sin embargo, la integridad del
ADN del esperma tiene también un innegable valor en
la evaluacion de la calidad del esperma en determinadas
patologias androlégicas, como el varicocele, el cancer o
determinadas infecciones bacterianas. En este sentido,
el espermatozoide, al ser una célula muy sensible a los
cambios en la homeostasis del sistema que lo genera,
puede ofrecer informacién valiosa acerca de la gravedad
de determinadas enfermedades, de la eficacia terapéuti-
cay puede servir como un marcador de toxicologia ge-
nética?”?8. Por ejemplo, la utilizacion del test de disper-
si6n de la cromatina permite categorizar ciertos niveles
de dano en las muestras de esperma en pacientes que
presentan varicocele®. En concreto, en estos pacientes
se detecté una proporciéon mucho mas alta de células
espermaticas con unos valores de daiio superiores a los
controles y con un nivel de afectacién en una de las
subpoblaciones de mayor rigor y en mayor frecuencia
que en los controles. Serfa de interés ampliar este estu-
dio con nuevos pacientes y comprobar si esta particula-
ridad es exclusiva para los pacientes con varicocele,
como parece indicar este estudio. Si se confirma, este
test podria ser una prueba ripida y no invasiva tanto
para el diagnéstico como para su seguimiento, tanto si
se procede con cirugfa como si no.

Otro caso interesante son los pacientes oncolégi-
cos. Principalmente los afectados por linfomas, semi-
nomas y otros tipos de cincer testicular. Parece ser
que en estos casos, la frecuencia de espermatozoides
con un elevado valor de fragmentacién puede ser la
norma®. Esto sugiere que el proceso oncoldgico, per
se, puede afectar a la calidad del esperma y a la frag-
mentacion del ADN. En estos casos, la decision de la
congelacién de muestras seminales, si se procede con
tratamientos de radio o quimioterapia, debiera incluir
un andlisis de los valores de fragmentacién como me-
dida informativa hacia el paciente.

En un estudio reciente de muestras procedentes de
pacientes con infeccién genitourinaria producida por
Chlamydia trachomatis y Micoplasma, se ha observa-
do un aumento significativo en la frecuencia de esper-
matozoides con ADN fragmentado en individuos
afectados por este tipo de infeccién. En estos casos,
los pardmetros seminales estindar no se vieron afecta-
dos y mantuvieron valores que se consideran norma-
les tras un andlisis rutinario. Ademas, ¢l tratamiento
con antibiéticos consiguié una disminucién parcial de
los valores de fragmentacion, lo que también informa
de la eficacia del tratamiento?'.

Los cuadros de diabetes parece ser que también cur-
san con danos colaterales que se manifiestan en incre-
mentos en los indices de fragmentacién en el esperma-
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tozoide, segtin se presentd en el congreso de la Euro-
pean Society of Human Reproduction and Embryo-
logy en 2008. EI Dr. Mallidis y sus colaboradores de-
muestran que la diabetes tiene una influencia adversa
en la fertilidad, y este efecto lo relacionan con las po-
blaciones de ARN espermaitico. Resulta notablemente
interesante que muchos de los cambios estan asocia-
dos a transcritos relacionados con enzimas de repara-
ciéon. De tal forma que este tipo de pacientes podria
tener serios problemas para reparar su ADN, vy las ro-
turas que se generan como parte normal del proceso
de compactacién de la cromatina no se repararfan.

Los episodios posvacunaciéon también pueden tener
repercusiones directas en la calidad del ADN. En ovejas,
se ha podido comprobar que tras una vacunacién masi-
va con miloxan, una vacuna polivalente, los valores de
fragmentacion se elevaban hasta casi un 90% transcurri-
dos 20 dias. Y esto ocurria en individuos con valores ba-
sales no superiores a un 10% en los estudios rutinarios®.

Por dltimo, el fondo genético de los individuos de-
biera considerarse como un factor que puede predis-
poner al individuo a autogenerar mds daio en sus es-
permatozoides. Por ejemplo, en ratones knockout para
actividad telomerasa, el tamaiio de las secuencias telo-
méricas se reduce de modo critico tras varias genera-
ciones. Esto resulta en una inestabilidad genémica
que da lugar a un incremento de los valores de degra-
dacién del ADN espermitico®.

Es decir, con independencia del papel que pueda
jugar los valores de fragmentaciéon de muestras de es-
perma para asociarlo al problema de la esterilidad, su
caracterizacién causal nos puede ayudar a entender y
asi poder paliar efectos colaterales que otros cuadros
clinicos desencadenan en células como los espermato-
zoides que, en principio, no tienen porque verse afec-
tadas de una forma directa. En concreto, en el caso de
las infecciones por Chlamydia, infecciébn notablemen-
te asintomatica, puede generar unos grados de inferti-
lidad criptica notables. El conocimiento de los efectos
en este tipo de casos, evidentemente nos ayuda a con-
seguir un tratamiento especifico en el varén para la
correcciéon del problema. Asi pues, el tratamiento
debe ser pertinente en la pareja, dado que la correc-
ci6én de la posible infeccién en la mujer no evitarfa un
posible problema de infertilidad de la pareja de no co-
rregirse de forma paralela en el varén.

¢QUE FACTORES EXTERNOS INCREMENTAN LOS
VALORES DE FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO?

Hay multiples estudios que sugieren que la calidad
del semen humano y la capacidad de fertilizacién han
disminuido durante las Gltimas décadas®***. El detri-
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mento acelerado de la calidad seminal se ha relaciona-
do con el deterioro, también acelerado, del medio
ambiente en el que se desenvuelve la sociedad moder-
na. Inevitablemente, se estd pagando un precio por
generar unos elevados niveles de contaminacién, por
denostar los cambios en los estilos de vida tradiciona-
les, por las exposiciones puntuales a sustancias toxicas
o bien por relajar una dieta basada en principios natu-
rales y “entendibles” por el organismo en pro de la
comida industrial®>¥. La presion que se ejerce sobre
la calidad seminal, con toda seguridad, se incrementa
con la capacidad que adquiere el ser humano de
transformar, de forma eficiente, las materias primas y
derivados durante la revolucién industrial.

En lo que se refiere a los efectos de la polucién, di-
versos estudios muestran que la calidad seminal global
se ve notablemente afectada por los efectos a una ex-
posicién continua de estos factores. De esta forma, la
motilidad y la concentracién presentan un decremen-
to notable por la poluciéon®. De igual manera, y de
acuerdo con los estandares de control de calidad fija-
dos en Estados Unidos, se comprobd que superados
los limites aceptados para determinados compuestos
en la atmosfera, el porcentaje de ADN fragmentado
en algunos individuos analizados era mayor que en
individuos menos expuestos. Es interesante senalar
que algunos individuos eran capaces de mantener
unos niveles normales de producciéon de esperma®.
Parece ser que algunas combinaciones alélicas, como
las relacionadas con GSTM1 (genes relacionados con
glutation-transferasa) conferirfan a los individuos por-
tadores la capacidad de metabolizar los productos t6-
xicos con una mayor efectividad y paliar los efectos
directos de las sustancias toxicas*.

La obesidad es otro de los problemas inherentes a
los modos de vida desarrollados por la sociedad mo-
derna. En este caso, el efecto que un elevado indice
en la masa corporal tiene en la calidad del ADN es-
permitico es evidente. Se estima que un sobrepeso de
25 kg eleva notablemente la cantidad de espermato-
zoides con ADN fragmentado*!. Con esto, las prue-
bas de medida de los valores de fragmentacién serfan
muy recomendables en situaciones de infertilidad en
las que el varén tenga un sobrepeso.

El tabaco es otro de los efectores de dano celular
que también pudiera tener efectos en la calidad semi-
nal. En este caso, la evidencia de un dano sobre el es-
permatozoide, en términos de un aumento en el daiio
registrado en el ADN, no es tan directa aunque no se
debe descartar y puede afectar a los procesos de capa-
citacién espermatica®s.

La edad se podria considerar como un factor exter-
no que cada individuo internaliza inexorablemente.
El dicho “que la edad no perdona” parece ser que tie-
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ne su respaldo cuando se analiza la calidad seminal en
términos de fragmentacion del ADN. Wyrobek et al*?
y Smith et al** demostraron que habfa un aumento
claro en los valores de fragmentacién del ADN esper-
mitico en relacién con la edad. Estos mismos autores
comprobaron que en un grupo de varones de edad
media de 46,4 anos, con un rango de variacién que
oscilaba entre los 22 y los 80 anos, se detectaba un
incremento notable en el dafno del ADN, que en este
caso se podria atribuir a roturas de cadena sencilla,
dado que estos espermatozoides son mucho mds sen-
sibles a la accién de soluciones alcalinas. Es interesan-
te resaltar que estos mismos autores relatan que el
efecto del consumo elevado de cafeina también au-
menta el dano en el ADN del espermatozoide, pero
en este caso generando roturas de doble cadena, sus-
ceptibles de ser trasformadas en alteraciones cromosé-
micas.

¢CUALES SON LAS LESIONES QUE SE ESPERAN
EN EL ADN DEL ESPERMATOZOIDE?

El origen de la fragmentaciéon del ADN en los esper-
matozoides se relaciona, en algunos casos, con activi-
dades enzimdticas, por accién de nucleasas, ya sean
endogenas o exdgenas. Estas enzimas pueden produ-
cir roturas en el ADN, bien en una sola cadena (SSB,
single stranded breakage) y/o en ambas cadenas del
ADN (DSB, double stranded breakage). La topoiso-
merasa II, una de las enzimas que participan en la re-
modelacién de la cromatina espermatica, podria gene-
rar DSB en la molécula de ADN en el proceso de
liberacién de histonas y un correcto reemplazo por
protaminas**. Evidentemente, las enzimas que partici-
pan en el proceso apoptético y que generan DSB,
también deberian considerarse como efectores endo-
genos de daio en el ADN. Alternativamente, deter-
minados reactivos con capacidad oxidativa (ROS) y
otras moléculas, como los derivados del 6xido nitrico,
parecen generar principalmente SSB y danos en las
bases*>*¢. La base nitrogenada tipica generada por
ROS es la 8-oxoguanina (8-0x0G), que se suele de-
terminar como marcadora del dafio oxidativo®.

Si bien esta por demostrar de forma experimental,
tal vez las lesiones mas peligrosas sean las DSB. En
las células somadticas, son las principales responsables
de la produccién de alteraciones cromosémicas tipo
inversiones, traslocaciones, cromosomas dicéntricos
y formacién de microndcleos, y parece ser que este
tipo de anomalias disparan el proceso apoptotico®s.
En general, no se espera que las DSB estén produci-
das directamente por ROS, a menos de que hubiera
una produccién extrema muy localizada dentro del



mismo espermatozoide y muy cercana a un drea con-
creta del ntcleo. Sin embargo, las ROS podrian pro-
ducir DSB a través de una activacién de las
nucleasas*”. Algunos trabajos han especulado acerca
de la posibilidad de que las DSB corresponderian a
dano de tipo “primario” mientras que las lesiones en
las bases producidas por el estrés oxidativo corres-
ponderfan a dano “secundario”®. Esta distincién no
tiene mucho sentido desde el punto de vista de la
mutagénesis, dado que las lesiones en el ADN sim-
plemente ocurren o no ocurren ¢Por qué el dano en
las bases no es “primario”?, ;por qué esa distinciéon?
Por lo tanto, este tipo de especulacion, lejos de ayu-
dar a entender la realidad de los acontecimientos,
genera mas confusion.

¢ES CORRECTA LA DISTINCION ENTRE ROTURAS
“REALES” FRENTE A ROTURAS “POTENCIALES”
DEL ADN?

Algunos autores han propuesto diferencias en la efi-
cacia de los distintos tests al uso para medir la frag-
mentaciéon del ADN. De esta forma, se argumenta
que los tests basados en la incorporacién de nucle6-
tidos en las roturas utilizando reacciones enzimdti-
cas, como por ejemplo la accién de la transferasa ter-
minal, medirfan roturas “reales” del ADN, mientras
que las técnicas basadas en la desnaturalizacion de la
molécula de ADN a partir de roturas existentes, de-
tectarfan roturas “potenciales” del ADN®*5!. Se ar-
gumenta que las primeras serfan mejores predictoras
de embarazo que las altimas. Ademads, se especula
sobre la idea de que el dafio producido en una cade-
na de ADN no generarfa problemas para formar el
prontcleo, dado que tras la fertilizacién, el ADN no
se desnaturalizaria dentro del oocito debido a que se
encuentra inmerso en un ambiente donde el pH es
neutro.

Es necesario aclarar varias cosas: #) nunca ha habi-
do la distincién entre lesiones “reales” y roturas “po-
tenciales” del ADN, en el campo de la mutagénesis,
las lesiones son o no son; &) la incubacién con una so-
lucién acida, como parte del proceso que se utiliza en
las técnicas de medida del dafio basadas en la desnatu-
ralizaciéon parcial del ADN, no genera nuevas roturas
ni lugares susceptibles de que se produzcan roturas;
¢) los 2 sistemas para medir el dano, tanto el enzima-
tico como el desnaturalizante, detectan “roturas rea-
les”, entendiendo por “roturas reales” las que estin
presentes en la cadena de ADN con independencia de
su origen. De hecho, son estas modificaciones en la
cadena las que confieren al ADN tanto la susceptibili-
dad de ser diana para anadir nuevos nucleétidos por
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determinadas polimerasas, caso de la in sitw nick
transiation (ISNT) o la transferasa terminal en el caso
del TUNEL, como la susceptibilidad de potenciar la
desnaturalizacién, la cual empieza a partir de los ex-
tremos de la rotura®?. El Gnico concepto en el campo
de la mutagénesis que podria asimilarse a la idea de
“lugares potenciales de dano” son regiones del ADN
reconocidas como lugares labiles alcalinos (LLA).
Estos motivos de ADN se corresponden a lugares
apurinicos o apirimidinicos, o a danos generados en la
desoxirribosa. Son dailos muy concretos. Este tipo de
situaciones hace que un tratamiento alcalino pueda
transformar estas lesiones en roturas de ADN de ca-
dena sencilla. Esta situacién no ocurre si el ADN se
somete a un tratamiento acido. De hecho, el ADN de
esperma humano es muy sensible a la desnaturaliza-
cién alcalina, mucho mds que los niveles de sensibili-
dad que ofrecen otros tipos celulares somdticos™ .
La presencia de una proporcién elevada de LLA en
los espermatozoides parece ser una caracteristica tran-
sespecifica que se relaciona con una estructura pecu-
liar, normal, de su cromatina.

El posible efecto de las roturas del ADN sobre la
formacién del prontcleo no se deriva de la desnatura-
lizacion del ADN dentro de la célula, sino del blo-
queo de la progresién a través del ciclo celular y/o de
la muerte celular tras el reconocimiento, senalizaciéon
y procesamiento del daio presente en el ADN. Posi-
blemente hay cierta confusién con la mayor o menor
severidad del dano de acuerdo con su naturaleza: la
presencia de DSB es casi sinébnimo de letalidad mien-
tras que las SSB se asumen como dano menos severo.
Sin embargo, ni las técnicas enzimaticas ni las basadas
en la desnaturalizacién, discriminan ambos tipos de
roturas.

Finalmente, numerosos estudios han encontrado
siempre una buena correlacién entre los resultados de
las diferentes técnicas de estudio del dano en el ADN
de los espermatozoides?! 5758,

Llegados a este punto, la siguiente pregunta que
se genera se relaciona directamente con los aspectos
técnicos que, muchas veces por no entendidos en su
esencia, provocan toda suerte de equivocos o malos
entendidos que en nada ayudan a comprender me-
jor el problema al que nos enfrentamos. En un capi-
tulo editorial recientemente publicado en la Revista
Iberoamericana de Fertilidad y Reproduccion Hu-
mana (volumen 25, 2008) uno de los autores de
este articulo decfa: “Bajo mi experiencia, cualquier
téenica es perfecta para analizar el dano en el ADN
si somos capaces de controlarla y somos juiciosos
con lo que estamos haciendo”. Bajo ese paraguas,
intentemos dar una respuesta légica a la siguiente
pregunta.
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¢QUE METODOLOGIA ES MAS EFECTIVA
PARA MEDIR EL DANO EN ADN
EN EL ESPERMATOZOIDE?

Hay diversas técnicas para detectar la fragmentacion
del ADN en una muestra seminal, y las estrategias
que se utilizan para obtener una apreciacién del dano
residente son muy distintas.

Un grupo de técenicas basa su eficacia en la adicién
enzimdtica de nucledtidos modificados para ser incor-
porados en los lugares afectados de la cadena de
ADN. Entre ellas estin enzimas como la transferasa
terminal, capaz de anadir un nucleétido modificado
utilizando los extremos 3’ OH libres que se generan
tras la presencia de una rotura (TUNEL). La ISNT,
una posible alternativa al TUNEL, que utiliza la poli-
merasa I (Pol I) procedente de Escherichia coli para
incorporar nucleétidos marcados utilizando los extre-
mos que contienen roturas en el ADN??. Una va-
riante posible serfa utilizar el fragmento Klenow, un
producto activo generado tras la protedlisis controla-
da de la Pol I de E. coli.

En otro grupo de técnicas se encuentra una de las
primeras, y quizds la mas popular en estos momen-
tos, el SCSA. Este proceso se basa en la susceptibili-
dad que presentan los extremos rotos del ADN, tan-
to sean SSB o DSB, a producir ADN de cadena
sencilla utilizando como punto de partida las roturas.
La desnaturalizaciéon se realiza de forma controlada
enfrentando el ADN a una solucién acida. Este pro-
ceso s6lo desnaturaliza de forma parcial el ADN frag-
mentado y deja intacta la molécula que mantenga
una configuracién de ADN en doble cadena. Poste-
riormente, se utiliza un colorante con caracteristicas
metacromaticas, como el naranja de acridina, para la
tincién. Este colorante tiene la capacidad de emitir
fluorescencia en el rojo anaranjado al interaccionar
con ADN de cadena sencilla (el procedente de la des-
naturalizacién controlada), mientras que la emisiéon
es en verde cuando el ADN permanece intacto. La
discriminaciéon entre ambas emisiones se realiza con
citometria de flujo.

Una variante de esta metodologia adaptada a la
microscopia 6ptica, tanto de campo claro como de
fluorescencia, es el test de dispersién de la cromatina
(SCD, sperm chromatin dispersion; con su variante
en formato de kit Halosperm®). Este proceso se di-
sefié para que determinados laboratorios, que no te-
nfan acceso a la citometria de flujo o eran remisos
a utilizar técnicas de dmbito mdas molecular como
el TUNEL o la ISNT, pudieran realizar de forma
sencilla y en su propio laboratorio un andlisis de la
fragmentacion del ADN de forma ripida y eficaz. El
método se basa, en esencia, en generar desnaturali-
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zaciéon controlada del ADN vy, posteriormente, una
desproteinizacion® 2. El proceso global requiere
3 pasos criticos: ) integracién de la muestra en un
material inerte de azarosa, microgel, sobre un porta-
objetos; &) desnaturalizacién acida del ADN en los
nucleos de espermatozoides con ADN fragmentado,
y ¢) tratamiento con una solucién de lisis para elimi-
nar proteinas nucleares. Con ello, y tras la tincién de
rigor para microscopia de campo claro o para fluo-
rescencia, se generan unos halos de dispersién de la
cromatina donde los espermatozoides que no mues-
tran halos visibles se identifican con valores altos de
fragmentacién del ADN, mientras que los que pre-
sentan halos de dispersiéon consistentes se consideran
normales. Estos resultados se ven respaldados con
otro tipo de metodologias como el SCSA, el TU-
NEL, el ensayo cometa y el DBD-FISH (DNA break-
age detection-FISH )>3-61-64,

Finalmente, y en otro apartado de técnicas eficaces
para detectar el dano, estd el ensayo cometa, también
conocido por electroforesis en células individualiza-
das. La esencia de este modelo experimental consiste
en movilizar dentro de un campo electroforético frag-
mentos de ADN procedentes de nucleoides genera-
dos por un proceso de desproteinizaciéon. La idea ge-
neral es que los fragmentos resultantes de la rotura de
la molécula de ADN (DSB) se desplazan con mayor
intensidad en el campo electroforético. Esto generaria
diferencias entre los ntcleos que contienen ADN
fragmentado y los que no lo tienen; diferencias que se
contemplan bajo el microscopio como una imagen de
un “cometa” formado por una cabeza y una cola
de cromatina en la direccién del dnodo que es de ma-
yor tamaio a medida que el nivel de fragmentacién es
mayor. La cantidad y la distancia de migraciéon del
ADN que se recoge en la cola del cometa representa
de alguna forma el dafio registrado®-%. Hay progra-
mas informdticos que permiten un andlisis detallado
de estos aspectos. Adicionalmente, el ensayo cometa
se puede realizar en un ambiente alcalino que ayuda a
desnaturalizar el ADN si el dafio estd presente como
SSB*3¢, La utilizacién conjunta de ambos métodos es
una estrategia perfecta para evaluar de forma simulta-
nea el danio que afecte a cadena doble o a cadena sen-
cilla®”.

El cometa es, quizas, la técnica que potencialmente
puede generar mejor informacién acerca del dano en
el espermatozoide. Tiene varias limitaciones impor-
tantes, es lenta en su aplicaciéon, compleja, hay que
conocerla con mucho detalle y requiere de personal
especializado. Ahora bien, es muy eficaz para evaluar
el dano en secuencias de ADN especificas combinada
con FISH®. Pero esta posibilidad la aleja mdas del
campo de aplicacién en clinica.



¢SE DEBE HABLAR DE METODOLOGIAS DIRECTAS
E INDIRECTAS PARA ANALIZAR EL DANO
EN EL ESPERMATOZOIDE?

Dentro del estudio de la fragmentacién del ADN se
ha recurrido varias veces a comparar la efectividad de
una técnica con respecto a lo que ofrece otra®86%6%,
Como resultado de estos estudios, y como hemos co-
mentado anteriormente, surge la idea de la eficacia de
la metodologia dependiendo de si la técnica de detec-
cién del dano es directa o indirecta. De hecho, se su-
giere que el TUNEL es una técnica mas eficaz que
otras debido a que ofrece un marcado directo del
dano que se genera. En primer lugar habria que defi-
nir qué se entiende por deteccién directa del dano. Si
por deteccién directa se entiende que una polimerasa
o una transferasa tiene que ser capaz de localizar un
extremo 3’0OH en una cromatina altamente conden-
sada para incorporar un nucleétido modificado (con
una molécula trazadora fluorescente o con una molé-
cula que modifique el nucleétido a incorporar del
tipo digoxigenina o biotina, para luego ser detectada
con una reacciéon antigeno-anticuerpo y mas tarde ser
visualizada en el microscopio), la deteccién directa re-
sulta un tanto peculiar y probablemente tan directa
como desnaturalizar un ADN roto y discriminar la ca-
dena sencilla de la doble con un fluorocromo. Por
otra parte, el TUNEL, al igual que todo tipo de téc-
nicas, tiene sus problemas. Por ejemplo, Dominguez-
Fandos et al® encontraron que las medidas de frag-
mentacién en el esperma tras la utilizacion del
TUNEL y medido con citometria de flujo o bajo el
microscopio, ofrece resultados tan dispares que en
uno de los casos —citometria de flujo— dobla los valo-
res obtenidos en microscopia. Por otra parte, es sabi-
do que las enzimas tienen una accesibilidad restringi-
da al ADN como consecuencia de la compactacién a
la cromatina. De esta forma, el uso de isoesquizéme-
ros —enzimas de restriccién que reconocen la misma
diana pero que tienen distinto origen— para digestiéon
in situ de fibra de cromatina, produce unas pautas de
corte del ADN distintas sobre la misma cromatina’.
Finalmente, la deteccién del dano utilizando incorpo-
raciones forzadas por enzimas requiere nucleétidos
con grupos hidroxilo libres en la posicién 3’ que se
genera tras la rotura. Si bien los finales 3’-OH son los
extremos que se generan tras la acciéon de las nuclea-
sas, estos extremos 3’ estin modificados cuando son
el resultado de la accién directa de un radical libre”!.
La pregunta ahora es saber si la ADN-polimerasa o la
transferasa son capaces de incorporar nucleétidos con
idéntica eficiencia en este tipo de extremos. Por ulti-
mo, hay que ser conscientes de un hecho: las técnicas
de TUNEL se aplican utilizando kits comerciales. Es-
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tos kits estan disenados especificamente para que las
reacciones enzimaticas funcionen sobre ADN interac-
tuando con histonas, no con protaminas, ya que el
origen de estos kits reside en la necesidad de analizar
el proceso apoptoético. Habrd que demostrar que la
eficacia de incorporacién de nucleétidos por medio
del TUNEL frente a cromatina histénica, es idéntica
que frente a cromatina protaminizada.

Probablemente, las valoraciones de los valores de
fragmentacién que se realizan en distintos laborato-
rios ofrezcan variaciones sustanciales utilizando inclu-
so la misma técnica. Todo el mundo tiene esa percep-
cién de los datos de motilidad espermatica y todavia
no hemos sido capaces de homogenizarlo. Y es que,
con toda probabilidad, la mejor técnica a utilizar, es la
que mejor conocemos. Esa serd la tnica que nos da
nuestro propio umbral y nivel de confianza para com-
parar los datos que nosotros generamos. Nuestro gru-
po ha utilizado un amplio abanico de técnicas para
analizar el dafio en el espermatozoide y la conclusion
que hemos sacado se podria resumir en que el SCSA
es la téenica que resulta mas onerosa de poner a pun-
to, requiere de personal especializado y no es sencillo
su ajuste final. Es relativamente rapida en su ejecu-
cién, sobre todo si se articula con la filosofia de un
servicio muy activo, dado que el calibrado de los lise-
res y el mantenimiento del citémetro, especialmente
utilizando espermatozoides y coloracién con naranja
de acridina, no estin exentos de cierta complejidad.
El TUNEL es bédsicamente lento de proceso, y no es
sencillo manejar muchas muestras a la vez. Es intere-
sante adquirir los productos de la reaccién por separa-
do para abaratar costes. Esto nos permite modular
las reacciones necesarias para el marcado del ADN.
El SCD en su versién comercial Halosperm® y Halo-
max®, es econdmico, rapido y versitil, ya que se pue-
de conjugar con deteccion simultinea de dano en el
ADN vy dano en proteinas, analizar daino y aneuploi-
dias, variaciones en el nivel de dano, deteccion de
daino en secuencias especificas, etc. El ensayo cometa
es muy informativo dado que, en teorfa, permite ana-
lizar el tipo de dano que se produce. Pero definitiva-
mente no es un método que se pueda utilizar para el
diagnostico por ser lento, complejo y por requerir de
personal altamente especializado.

¢ QUE CONSECUENCIAS TIENEN LOS DISTINTOS TIPOS
DE DANO EN LA FERTILIZACION?

Las consecuencias del daiio en el ADN del esperma
en relacién con el desarrollo normal del embrién es el
resultado de una situaciéon de equilibrio entre el dano
que se registra en el ADN de los espermatozoides y la
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capacidad de reparacién de ese mismo daio en el oo-
cito”?. De hecho, el ADN de un espermatozoide nor-
mal contiene una proporcién mayor de lesiones del
ADN que las que se encuentran en ciertos nucleos so-
maticos como leucocitos®. Esto se podria deber a la
presunta falta de reparacién en un genoma con una
muy baja tasa de trascripciéon como lo es el esperma-
tozoide. Sin embargo, el oocito debe reparar adecua-
damente el daino que se transmite en el momento de
la fertilizacién. De lo contrario, la presencia de ADN
con “discontinuidades” en la doble cadena no serfa
una situaciéon asumible por las divisiones mitéticas ne-
cesarias para el crecimiento embrionario. Ademis, el
tipo y/o la complejidad de las lesiones en el ADN en
los espermatozoides pueden variar, no sélo entre es-
permatozoides sino también entre distintos indivi-
duos. Tras la penetracion en el oocito de un esperma-
tozoide que contenga, por ejemplo, un ADN
altamente afectado por miles de roturas de cadena do-
ble (p. ¢j., como ocurre después de un proceso apop-
tético) la situacién que se genera en estado de pront-
cleo supera, con mucho, la capacidad de reparaciéon
del oocito. En consecuencia, y en primer lugar, la
cromatina espermatica no podria reemplazar las pro-
taminas por las histonas y proceder con la replicacion
normal del ADN. De poder realizar este proceso no
es seguro que se mantenga la fidelidad de ordenaciéon
ortodoxa del genoma debido a la presencia de reorde-
namientos tras el proceso de reparacion. Este tipo de
situaciones afectarfa al resultado global de la fertiliza-
cioén.

Si el dafo en el espermatozoide presentara un bajo
valor de roturas del ADN, que afectara a las 2 hebras
o a 1 de ellas, las diversas vias de reparaciéon del ADN
de los oocitos podrian ser eficaces y reparar el dano
residente en el prontcleo masculino. Después de la
replicacién del ADN, algunos lugares no reparados
podrian generar aberraciones cromosémicas’®. La pre-
sencia de roturas de cadena sencilla no reparadas pue-
de dar lugar a roturas de doble cadena tras la replica-
cién del ADN, con la generaciébn posterior de
anomalfas cromosdmicas estructurales*®”+7%, A su vez,
los reordenamientos cromosémicos pueden conducir
a altos niveles de inestabilidad que afecten a la correc-
ta segregacion mitética de los cromosomas, lo que re-
sultarfa en muerte celular y pérdida embrionaria”7”.
Cuando la reparaciéon del ADN es completa, tanto en
la fidelidad de la copia como en el ordenamiento de
las secuencias, los estadios de mérula y blastocisto se
podrian alcanzar con facilidad, el genoma paterno
se expresarfa normalmente y el embarazo serfa mas
probable. De lo contrario, si los procesos de repara-
cién no son totalmente eficaces, puede ocurrir un
aborto espontineo. La extrema complejidad de todo
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el proceso, consecuencia de los efectos de interaccién
entre la diversidad en la naturaleza del dafno junto
con la capacidad variable de reparaciéon de cada ooci-
to, podria explicar las correlaciones diferentes, obteni-
das en distintos estudios, entre el daio detectado en
el espermatozoide y la capacidad de fertilizacién. Los
modelos animales, utilizando metodologias de fertili-
zacién in vitro (FIV) o bien con inyeccién intracito-
plasmatica de espermatozoides (ICSI), utilizando
nucleos de espermatozoides en los que se pueda con-
trolar los niveles de dano producido, serfan de gran
interés para entender lo que puede ocurrir en el caso
de humanos.

¢ES ESENCIAL DISTINGUIR LA LOCALIZACION
DE LAS ROTURAS DEL ADN EN AREAS CODIFICANTES
0 NO CODIFICANTES?

El ADN en el genoma de un organismo contiene ba-
sicamente 2 tipos de secuencias: unas capaces de codi-
ficar y otras que no lo hacen. En muchas especies, tan
s6lo alrededor del 1,5% del genoma consiste en se-
cuencias que tienen capacidad informativa plena (exo-
nes) y son capaces de codificar determinadas protei-
nas. La funcién del resto del genoma no estd bien
delimitada y se le atribuyen desde papeles estructura-
les, como las secuencias altamente repetidas, hasta
controladores de la regulacién de la expresién génica
de forma directa o a través de sucesos o cambios epi-
genéticos’®”?. Dado que la mayor parte del genoma
no es codificante, se ha afirmado que la mayoria de las
roturas del ADN en el espermatozoide no serfan peli-
grosas al no afectar regiones exoénicas®. De este
modo, se podria explicar la obtencién de embarazos
con altos valores de fragmentacién en los espermato-
zoides.

Recientemente, Zhang et al®® sugicren que los va-
lores elevados de SSB estin directamente relaciona-
dos con un incremento en la fertilidad del individuo.
De nuevo la contradicciéon entre 2 apreciaciones
acerca de una misma idea preside la escena de la frag-
mentacién. Con respecto a este punto en particular
habria que enfatizar algunos aspectos: 2) las DSB y
otras lesiones, especialmente si son abundantes den-
tro del nacleo, desencadenan el bloqueo del ciclo ce-
lular o disparan la muerte por apoptosis; &) las lesio-
nes que no se reparan o se reparan mal pueden dar
lugar a anomalias cromosémicas que pueden llevar a
la muerte celular en el primer ciclo o en los ciclos
posteriores tras su induccién. Tanto el disparo de la
apoptosis, como la mala reparacién del dano produ-
cido, la presencia de las alteraciones cromosémicas y
la muerte celular, tienen lugar independientemente



de la localizacién de las lesiones iniciales; es decir,
que afecten a dominios del genoma con capacidad
informativa o no.

¢HAY UN VALOR DE CORTE PARA CONSEGUIR
EMBARAZO Y UN “EFECTO ICEBERG”?

Algunos estudios, especialmente utilizando la técnica
SCSA, han sugerido que habrfa un umbral de fre-
cuencia de espermatozoides con ADN fragmentado
(> 30%), por encima del cual la probabilidad de em-
barazo serfa extremadamente baja’. La fragmentacién
serfa la punta del iceberg, indicando que el ADN de
los demas espermatozoides tendria algtn tipo de le-
siones, posiblemente bases con dano de tipo oxidati-
vo, especialmente de 8-oxoG38182, Esta hipotesis re-
quiere varias precisiones: 2) el ataque del ADN por
ROS no sélo da lugar a lesiones en las bases sino tam-
bién roturas de la cadena. Adicionalmente, este tipo
de radicales son capaces de generar modificaciones en
otros componentes del espermatozoide como las
membranas, variando su fluidez, puede afectar a los
grupos tiol de las proteinas, asi como a determinadas
vias de fosforilacion y de formacion de ATP®! y todo
ello influye en el potencial de fertilizacién; &) podria
haber un nivel de dano indetectable en los demds na-
cleos, pero si fuese asi serfa un nivel muy bajo, posi-
blemente reparable de forma eficaz por el oocito, a
no ser que éste tuviera problemas en los sistemas de
reparacion, y ¢) se han descrito embarazos obtenidos
con altos valores de fragmentacién, y otros estudios,
también empleando el SCSA, no han mostrado nin-
gtn umbral por debajo o por encima del cual se pue-
da generalizar la propuesta del 30%3%%%. Sin embargo,
no se puede descartar que en ciertos grupos concretos
de pacientes el efecto iceberg sea operativo. Asi pues,
es necesario profundizar en la investigacién en este
campo para obtener respuestas mds precisas.

¢CUAL ES EL LiMI'[E ACEPTABLE PARA RELACIONAR
LA FRAGMENTACION DEL ADN CON LA FERTILIDAD?

Esta es la pregunta crucial. Y como tal, la respuesta
no es sencilla a pesar de la gran cantidad de datos ob-
tenidos al respecto. Como se ha senalado en la pre-
gunta anterior, Evenson et al, en diferentes estudios
que resefian a lo largo de este trabajo, senalan que
unos valores de fragmentacién superiores a un 30%
implicarfan que el individuo practicamente no serfa
fértil. Por otra parte, en determinados estudios®*%°
parece ser que esta situacién no es tan critica, e indivi-
duos con valores superiores a los propuestos por
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Evenson ct al pueden dejar descendencia normal. Cu-
riosamente, Evenson y Wixon®®, en un reciente meta-
andlisis elevan la horquilla que se relaciona con la in-
fertilidad a un 30-40%. Casi con toda seguridad las
2 situaciones son comprensibles y tienen su parte de
razén. Por una parte, presentar valores de fragmenta-
cién superiores a un 20% podria ser un indicativo de
que algo anormal ocurre. Los indices de fragmenta-
cién en individuos jévenes, normozoospérmicos y
con fertilidad probada suelen presentar indices de
fragmentacién por debajo del 15-20% y rara vez por
debajo de un 5%. De hecho Erenpreiss et al®” sugieren
la repeticién de medidas de los indices de fragmenta-
cién dentro de un individuo cuando los valores de
fragmentacién superan el 20% en alguna de las medi-
das. De este tipo de resultados se desprende que,
como tendencia general, individuos con indices me-
nores a un 15% serfan normales, los que muestran un
valor de afectaciéon media (> 15% y < 30%) pueden es-
tar revelando algun tipo de problema, pero son po-
tencialmente fértiles, mientras que los individuos que
presentan valores > 30% son potencialmente estériles.
Pero habria que perder esa tendencia hacia la rigidez
en la interpretacién de estos margenes, que sélo con-
sideran el factor masculino, y estar preparados para
entender que pueden haber individuos con valores de
fragmentacién superiores a un 30% y ser fértiles, igual
que puede haber individuos que presenten valores in-
feriores a un 15% y no serlo. Es decir, habria que con-
siderar a la fragmentaciéon del ADN como un pardme-
tro mds dentro del andlisis de la calidad seminal y
cuya correcta interpretacién en conjuncién con otros
datos de calidad seminal nos ayudard, con toda segu-
ridad, a entender mejor la esterilidad asociada a cada
uno de los pacientes.

¢RESPALDA LA CLIiNICA LAS HIPOTESIS PLANTEADAS
ACERCA DE LOS VALORES DE FRAGMENTACION
Y FERTILIDAD?

Uno de los estudios mds extensos realizados hasta la
fecha para intentar correlacionar la fertilidad y la frag-
mentaciéon del ADN, corresponde a una prospeccion
multicéntrica que incluyé 622 parejas®. En este estu-
dio se obtuvieron resultados similares a los obtenidos
en otros anteriores®® en los que la fertilidad global y la
tasa de fragmentacién no mostraban una correlaciéon
tan elevada como la mostrada en otros estudios®®. Sin
embargo, si que se encuentra una correlaciéon entre la
frecuencia de las células de esperma con fragmenta-
cién del ADN vy la tasa de fertilizacién del oocito, la
calidad del embrién, el tipo de blastocisto y la tasa de
implantacién. Sin embargo, la relacién con la tasa
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de embarazo no era tan evidente. Esto parece bastan-
te obvio dado que, en cierta forma, se estin some-
tiendo a una tasa de seleccién muy alta y sélo los em-
briones de mejor calidad morfolégica y de mejor
desarrollo in vitro y con mejor prondstico, son los
que se utilizan tras FIV o ICSI. Debido a la correla-
cién observada entre la fragmentacién del ADN, el
rendimiento y la calidad del embrién, los embriones
posiblemente fertilizados por el esperma que presen-
taran el ADN fragmentado no serfan seleccionados
para la transferencia. Posiblemente, existe la influencia
de la fragmentacién del ADN de esperma en el emba-
razo y serfa desenmascarada si los embriones se trans-
firieran de forma no selectiva. Hecho que va en con-
tra del propio concepto de la reproduccion asistida.

Teniendo en cuenta estos resultados, se sugirié que
la evaluacién de la fragmentacion del ADN puede ser
de interés para los pacientes con baja tasa de gestacion
del embrién, baja calidad embrionaria y también serfa
un criterio til a utilizar en el momento de generar los
embriones que se pretende transferir. En cualquier
caso, parece posible que determinados subgrupos
de pacientes podrian beneficiarse significativamente de
una evaluacién global del esperma en la que se incluya
la integridad del ADN. Esto se ha sugerido reciente-
mente como una de las conclusiones obtenidas en un
metaandlisis, donde la integridad del ADN del esper-
ma y los resultados de las pruebas de embarazo en FIV
y los ciclos de ICSI, muestran una correlacién estadis-
ticamente aceptable®. En cualquier caso, muchos es-
tudios han establecido correlaciones con diferentes cri-
terios de valoraciéon de la fecundidad (es decir, la
fecundacién de oocitos, el desarrollo del embrién,
la calidad morfolégica del embrién, la implantacion, el
embarazo, el aborto). El hecho sorprendente es que
las correlaciones son diversas en los diferentes estu-
dios, incluso utilizando las mismas pruebas, eviden-
ciando la complejidad de todo el proceso. En los ani-
males en los que se utiliza la reproduccién asistida a
gran escala y, probablemente, debido al hecho que hay
una fuerte seleccién sobre los reproductores, las corre-
laciones entre un alto valor de fragmentaciéon del
ADN del esperma vy la fertilidad estdn claramente esta-
blecidas®.

¢ES CLINICAMENTE ACEPTABLE CONSIDERAR
LOS VALORES DE FRAGMENTACION COMO
UN VALOR UNICO Y ESTATICO?

Es bien conocido en el mundo de la andrologia que la
calidad de una muestra espermdtica se deteriora con
el tiempo tras la eyaculacién. Asi, pardmetros criticos
en la fertilidad como la motilidad decrecen con rapi-
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dez si no se utilizan diluyentes y estrategias de conser-
vacién Optimas. Estrategias que varfan entre especies.
Curiosamente, en contados trabajos se hace referencia
a la posible pérdida de la calidad del ADN espermiti-
co con el tiempo tras la eyaculacién. Si esta fuera esta-
ble, a lo largo de lo que nosotros consideramos vida
atil de una muestra seminal para ser utilizada en re-
produccién asistida, no habria ningin problema. Pero
la situacién es muy distinta y se ha comprobado que
el tiempo es un factor que se debe considerar en el
momento de evaluar los valores de fragmentaciéon de
una muestra espermdtica®?3. Por otra parte, con in-
dependencia del periodo que transcurra entre la eya-
culacién y el anilisis de la muestra, no hay que olvidar
que, excepto en la ICSI, el espermatozoide utiliza,
adicionalmente, un tiempo hasta que es capaz de lle-
gar al oocito, bien cuando se realiza una inseminacién
via intrauterina o bien en condiciones de FIV. Esta si-
tuacién anade un nuevo elemento de “ruido” que po-
dria explicar en parte algunas de las discrepancias en-
tre los resultados que muestran distintos laboratorios
cuando analizan la fragmentaciéon del ADN. En prac-
ticamente el 99% de las publicaciones que hemos con-
sultado, ningtn laboratorio hace referencia explicita al
tiempo transcurrido entre la toma de la muestra, la
medida de la fragmentacién y, mucho menos, se refe-
rencia ese valor en el momento de la inseminacion.
Cierto es que algunos autores han llamado la atencién
sobre este particular®.

El proceso de degradacién del ADN espermitico se
visualiza mejor si se emulan las condiciones de mane-
jo y utilizacién del esperma. El espermatozoide, al ser
eyaculado presenta un descenso en su temperatura
biolégicamente correcta por los medios de recogida y
procesamiento de la muestra. La temperatura biol6gi-
camente correcta —en torno a 37 °C- tan solo se re-
cupera tras los procesos de inseminacién posteriores.
Si se analiza qué es lo que ocurre con los valores de
fragmentacion transcurrido ese periodo de incubaciéon
en muestras de donantes criopreservadas, se encontra-
rd que ciertos individuos son capaces de duplicar su
tasa basal de fragmentacién en menos de 2 h, con un
incremento de la degradacién del ADN estimada en
un 8% por hora y que en la mayorfa de los casos,
transcurridas 24 h, las tasas de fragmentacién superan
el 80%3. Desde un punto de vista bioldgico, esto in-
dica que cuando la muestra de semen se utiliza para
FIV, el valor de fragmentacién de ADN de los esper-
matozoides inoculados o coincubados con el ovocito
puede ser mayor en el momento de la fecundacién
que el observado en la determinacién previa. En la ru-
tina de FIV, los oocitos son expuestos a los esperma-
tozoides durante la noche y con un maximo de expo-
siciébn de unas 20 h. En algunos casos, este largo



periodo de coincubacién se ha demostrado que pro-
duce problemas en el desarrollo normal del embrién
y, de hecho, hay estudios que aconsejan tiempos cor-
tos de coincubacién para lograr buenas tasas de fertili-
zacion®.

Es interesante resaltar que la dindmica de fragmen-
tacién del ADN del esperma, en términos de veloci-
dad, varfa entre especies y entre los individuos de cada
especie?’?39698 Basindonos en este hecho, creemos
que puede tener mucho interés realizar un estudio
programado de dindmica de la fragmentacién a cada
uno de los pacientes semanas antes de la insemina-
cion. Este tipo de informacién nos ofrece una idea
clara de la velocidad de degradaciéon que presenta este
individuo y decidir si optamos por una FIV o por una
ICSI. Este tipo de estudios es interesante en los ban-
cos de donantes, dado que la congelaciéon no varia el
valor basal de fragmentaciéon de la muestra que se
procesa pero si que acelera la velocidad de degrada-
cion tras descongelacidn, y ésta es mucho mds acen-
tuada en unos donantes que en otros”.

En términos de dindmica, se puede comprobar que
la viabilidad espermitica, estudiada como pérdida de
la calidad de membranas, decrece a medida que la
fragmentacion aumenta®>>1%. Sin embargo, es inte-
resante resaltar que no hay correlacién entre ambos
parametros cuando se realiza un estudio dindmico en
el tiempo. Por lo tanto, ¢es la dindmica diferencial de
la fragmentacién de ADN del esperma entre los indi-
viduos un factor que debe tenerse en cuenta en el
momento de la practica reproductiva? Esta pregunta
queda en stand-by en este momento y se requiere de
mucha mds informacién para obtener una respuesta
directa. Pero asi y todo, este aspecto especifico de
dano en el ADN merece mds atencién por 2 razones
principales: 2) el valor real de fragmentacién del
ADN del esperma cuando éste ha penetrado la mem-
brana celular del oocito podria ser mis elevado que el
estimado después de la eyaculacién o la descongela-
cioén, y &) la comparaciéon de los resultados de diferen-
tes laboratorios, o incluso los obtenidos en el mismo
laboratorio, puede estar sesgada si no se hace referen-
cia clara a los tiempos trascurridos entre la eyacula-
cién o la descongelacion, el analisis de la muestra y,
por supuesto, a los valores obtenidos momentos antes
de iniciar el proceso de fertilizacién.

¢HAY UN TRATAMIENTO QUE DISMINUYA LOS VALORES
DE FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO?

Hay casos donde se puede reconocer una asociaciéon
causal con un incremento de la fragmentaciéon del
ADN del espermatozoide, por ejemplo, en la infec-
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cion genitourinaria por Chlamydia®'. Tal como se ha
referido, el tratamiento antibidtico parece ser efectivo
en la reduccién de los valores de fragmentacion.
También podria ocurrir tras algunas operaciones de
varicocelectomia. Pero en general, no teniendo claro
cudles son las causas del dailo que somos capaces de
registrar en el ADN de los espermatozoides, es dificil
que podamos poner un remedio directo al problema.
No obstante, y debido a que el daiio de tipo oxidati-
vo es uno de los factores que parece desempenar un
papel importante, diferentes grupos de trabajo se han
esforzado en comprobar si determinadas dietas, ricas
o empobrecidas, en factores que se conocen juegan
un papel decisivo en el proceso de formaciéon de los
espermatozoides, pueden actuar como paliativos o
aceleradores del dano. De esta forma, factores presen-
tes en la dieta como vitaminas A, C, E, carnitina, fola-
to, cinc o selenio, parece que juegan un papel en la
fertilidad101-104. En general, una baja ingesta de
nutrientes con propiedades antioxidantes ejerce un
efecto negativo en la calidad del semen!'?>1%. De he-
cho, algunos autores proponen que una dieta rica en
vitaminas C y E y betacarotenos, mejora la capacidad
reproductiva de los varones a través de una reducciéon
del efecto negativo que genera el dafo oxida-
tivol?1%8 Sin embargo, como siempre, este tipo de
afirmaciones tiene su parte contraria, y en algunos ca-
sos las sustancias con capacidad antioxidante y que te-
oricamente podrian proteger del dano al ADN no
fueron tan efectivas ni en condiciones in vitro ni in
ViVOlO()’HO.

Como siempre, alcanzar conclusiones finales y defi-
nitivas acerca de un problema de alta complejidad no
es tan elemental como se llega a desprender de una
serie de estudios puntuales. Y, en este caso, lo obvio
serfa disenar cécteles de sustancias que ayudaran a pa-
liar este efecto. Pues bien, incluso bajo estas premisas
la situacién no es baladi. Por ejemplo, el uso combi-
nado de acetil-cisteina o ascorbato y alfa-tocoferol po-
drian generar un incremento en el dano del ADN en
el espermatozoide! 112, Alternativamente, determina-
dos compuestos estrogénicos pueden inducir un tipo
de ROS cuyos efectos podrian ser paliados por los fla-
vonoides!!®. Por lo tanto, el disefio de tratamientos
antioxidantes clinicamente eficaces dependerd, tam-
bién y en gran medida, tanto de la combinacién de
los elementos, como de la fuente de estrés oxidativo y
del tipo de dafio que se origine.

Algunos tratamientos de antioxidantes por via oral
podrian reducir el porcentaje de espermatozoides da-
nados y mejorar los resultados de la ICSI en pacien-
tes con elevados valores de fragmentacién en el
esperma'!®. Sin embargo, una asociacién del tipo do-
sis-respuesta entre este tipo de factores no resulta tan

Rev Int Androl. 2008;6(3):193-200 205



Gosalvez Berenguer J et al. Fragmentacion del ADN espermadtico

evidente. Como medida casi légica y que pudiera ser
paliativa de los efectos negativos de un incremento
en la actividad de los ROS, habria que proponer una
ingesta rica en carbohidratos, fibra, vitaminas A, C, E
y folatos de origen natural, en detrimento, especial-
mente, de cierto tipo de grasas y proteinas en exceso.
Es decir, todo lo que resulta tan dificil de llevar a
cabo en el modelo social que convenimos en llamar
desarrollado.

EPILOGO

La fecundidad es un fenémeno multifactorial que im-
plica, por lo general, el concurso de ambos miembros
de la pareja y, con toda seguridad, el concurso de los
2 tipos de gametos procedentes de ambos sexos. Hoy
por hoy, la clonacién, desde un punto de vista biol6-
gico, no se considera como un suceso reproductivo.
Por lo tanto, las preguntas que hemos formulado bajo
el prisma del varén serfan también aplicables al caso
de la mujer. Mientras que en el caso del varén la acce-
sibilidad a muestras biolbgicas es relativamente senci-
lla, la situacién es muy diferente en el caso de las mu-
jeres. Esto implica que el nivel de desconocimiento
del papel que pueda jugar la calidad de ADN en el
sexo homogamético es mucho menor, por no decir
priacticamente inexistente. Hecho que no exonera al
oocito de poder verse afectado por procesos de apop-
tosis o de estrés oxidativo antes de la fertilizaciéon. Es
interesante hacer esta reflexién para entender, en su
justa dimension, que la evaluacion de la integridad del
ADN del esperma es una pieza mas que forma parte
de un complejo rompecabezas que hay que ensamblar
para entender la relevancia que éste pueda tener en la
consecucién de una fusiéon perfecta entre 2 ndcleos
haploides y que genere suficiente estabilidad genémi-
ca para forjar un individuo adulto normal. Las prue-
bas que evaltian la calidad del esperma no sélo deben
informarnos de la capacidad de los espermatozoides
para llegar al 6vulo, sino también de su capacidad de
fertilizar el ovocito y activar el crecimiento del em-
brién!'®. Parafraseando a Makhlouf y Niederberger®!,
en el estudio de la eficacia de la fertilizacién por parte
del factor masculino, habria que manejar informaciéon
no soélo de la eficacia del “transportista” en el mo-
mento de realizar un desplazamiento de la mercancia,
sino también tendremos que ser eficaces en conocer la
“calidad de lo que se transporta”. Adicionalmente, y
esto es futuro en estos momentos, deberfamos cono-
cer cudl es el aporte de la parte femenina en 2 niveles:
a) daiio que se genere en el ADN de su nucleo ger-
minal, y &) conocer la capacidad de reparaciéon del
dano por parte del citoplasma del oocito. En este sen-
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tido nosotros somos partidarios de que se considere a
la fragmentacién del ADN del esperma como un
pardmetro adicional para el analisis de la calidad del
esperma, dado que atribuirle un protagonismo abso-
luto sobre la capacidad/incapacidad de fertilizacién
genera unas expectativas que no son congruentes con
la complejidad de todo el proceso necesario para con-
seguir un embarazo a término. Por otra parte, la de-
terminacién de los valores de fragmentacién puede
proporcionar informacién beneficiosa en determina-
dos cuadros de patologia androlégica y debiera ser un
complemento al andlisis rutinario de otros parimetros
seminales bien establecidos. Dentro de la medicina
moderna, la fragmentacién del ADN espermatico de-
berfa evaluar, de forma simultinea dentro del contex-
to clinico de cada paciente o pareja. La dindmica va-
riable del proceso de degradacién del ADN observada
en cada varén es una prueba irrefutable de que éste es
el camino que hay que seguir.

Después de haber leido algunas de las FAQ sobre la
fragmentaciéon en el ADN del esperma podemos for-
mular otra vez la pregunta: ¢qué espermatozoide piensa
usted que tendra mds éxito veproductivo: uno que tenga
el ADN integro o uno que tenga su ADN fragmentao-
do? En este caso, la respuesta directa del profano
“pues... el espermatozoide que tiene su ADN inte-
gro”, quizds no fuera tan clara. Y hasta él llegaria a
entender que si la evolucién ha blindado la informa-
cién genética contenida en un espermatozoide, resca-
tar toda la verdad que en ¢l subyace, no es tarea senci-
lla. Pero esa circunstancia nunca nos debe sumir en el
desaliento, ni en el rechazo ante lo no entendido.
Todo lo contrario, como profesionales eficaces, que
lo somos, deberemos identificar los problemas con ni-
tidez y plantear las preguntas que consideremos mds
efectivas para dar una respuesta dentro de la logica de
la ciencia. Con ello disiparemos, al menos, parte
de nuestras dudas.
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