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1 RESUMEN

La infertilidad es la incapacidad de lograr gestaciones capaces de evolucionar hasta la
viabilidad. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, la infertilidad se define como el fracaso
para lograr gestacion clinica después de 12 meses de relaciones sexuales sin proteccion. La
aportacion del factor masculino a la infertilidad de la pareja se encuentra en torno a un 30-50
% de los casos. Los niveles de fragmentacion de ADN espermatico (SDF) son mayores en
parejas infértiles y si el grado de fragmentacion es muy elevado el embrion tendra dificultades

para desarrollarse, pero si es leve podria dar lugar a un recién nacido vivo (RNV).

Los principales mecanismos de induccion de dafio al ADN y que como consecuencia producen
SDF son: mecanismos testiculares como la apoptosis abortiva y maduracion defectuosa;
fragmentacion del ADN post- testicular; factores clinicos como edad, infeccion, cancer, ...;

factores ambientales.

Existen diversos test o técnicas para evaluar la integridad de la cromatina espermatica en los
pacientes con infertilidad: Ensayo TUNEL, Test de Dispersion de la Cromatina Espermatica
(SCD), Ensayo Comet, Medicion de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG), Ensayo de la
Estructura de la Cromatina Espermatica (SCSA), Medicion naranja de Acridina (Acridine
Orange, AO), Ensayo de Cromomicina A3 (CMAZ3), Tincion azul de Toluidina (TB), Tincion
azul de Anilina (AB).

Esta enfermedad ha sido muy estudiada y presenta varias medidas terapéuticas utilizadas hoy
en dia: aislamiento selectivo de espermatozoides, criopreservacion espermatica, prescripcion
de terapia antioxidante, administracion de antibidticos, varicocelectomia, modificaciones del
estilo de vida, abstinencia reducida, MACS, PICSI, IMSI, microscopia con luz polarizada,

obtencidn de espermatozoides a traves de biopsia testicular.



2 ABSTRACT

Infertility is the inability to achieve pregnancies capable of progressing to viability. According
to the World Health Organization, infertility if you define it as the failure to achieve clinical
pregnancy after 12 months of unprotected sex. The contribution of the male factor to the
infertility of the couple is found in return to 30-50% of the cases. The levels of sperm DNA
fragmentation (SDF) are higher in infertile couples and if the degree of fragmentation is very
high the embryo will have difficulties to develop but if this level could give rise to a live

newborn.

The main mechanisms of DNA damage induction that as a consequence produce SDF are:
testicular mechanisms such as abortive apoptosis and defective maturation; post-testicular DNA

fragmentation; clinical factors such as age, infection, cancer, ...; environmental factors.

There are various tests or techniques to evaluate the integrity of sperm chromatin in patients
with infertility: TUNEL Assay, Sperm Chromatin Dispersion Test (SCD), Comet Assay,
Measurement of 8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG), Sperm Chromatin Structure Assay
(SCSA), Acridine Orange Measurement (AO), Chromomycin A3 Assay (CMA3), Toluidine
Blue Stain (TB), Aniline Blue Stain (AB).

This disease has been extensively studied and presents several therapeutic measures used today:
selective sperm isolation, sperm cryopreservation, prescription of antioxidant therapy,
administration of antibiotics, varicocelectomy, lifestyle modifications, polarized light

microscopy, obtaining sperm through of testicular biopsy.



3 INTRODUCCION

La infertilidad es una enfermedad en la que la pareja no es capaz de tener un recién nacido vivo
de forma espontanea pese a haber mantenido relaciones sexuales sin proteccion, de forma

regular durante al menos 1 afio y afecta a una de cada siete parejas que intentan concebir.

La funcién esencial de un espermatozoide humano es aportar el genoma paterno a los ovocitos,
un requisito esencial para asegurar la fecundacién y l6gicamente también se le atribuye un papel
importante en el desarrollo embrionario. Ademas, la integridad del ADN del espermatozoide es

indispensable en el éxito de la reproduccion humana.

La disminucion de la calidad del semen es una causa principal de infertilidad masculina. Por lo
general, esta mala calidad se caracteriza por una baja concentracion, movilidad y/o viabilidad
de los espermatozoides. Las técnicas de reproduccion asistida (TRA) como la inseminacion
artificial (1A) y la fecundacion “in vitro” (FIV) son medios terapéuticos para el tratamiento de
la infertilidad debida al factor masculino [1] cuando la calidad seminal presenta una
disminucion moderada o leve, pero cuando esa disminucion es severa, la inyeccion

intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) es la técnica de eleccion.

La aportacion del factor masculino a la infertilidad de la pareja se encuentra en torno a un 30-
50 % de los casos. La infertilidad masculina es una enfermedad con una prevalencia ain mayor
que otras enfermedades comunes y se prevé que en 2030 aproximadamente el 4 % de los

hombres presentaran esta condicion [2].

Hoy en dia en todas las clinicas de fertilidad se tratan con asiduidad problemas de infertilidad
debido al factor masculino. Por lo general, como minimo, se realizan seminogramas y recuento
de espermatozoides moviles (REM) y en muchos casos (aprox. 20 %) no se encuentran
anormalidades en el semen, pero aun asi la pareja no es capaz de quedarse embarazada o tener

un recién nacido vivo (RNV). Esto se denomina infertilidad de origen desconocido (idiopatica).

La evaluacién de la concentracion, la motilidad y la morfologia de los espermatozoides no
reflejan la integridad del ADN espermatico por lo que s6lo el andlisis estandar de la muestra
seminal no es suficiente para concluir si un hombre es fértil o infértil. Estos pardmetros
rutinarios del semen no revelan los mecanismos celulares 0 moleculares de los fallos o
disfunciones espermaticas que conducen a la infertilidad, por ello, muchos laboratorios

incorporaron técnicas avanzadas de analisis seminal para comprobar la funcionalidad del



acrosoma, condensacion de la cromatina o la fragmentacion del ADN (SDF) siendo este Gltimo

pardmetro de vital importancia [3].

Estudios revelan que los niveles de fragmentacién del ADN del espermatozoide son
significativamente mas altos en las parejas infértiles, incluso en aquellas que no presentan factor
masculino [4]. Si el grado de fragmentacion de ADN es elevado el embrién tendra dificultades
para desarrollarse y como consecuencia degenerard, pero si el grado de fragmentacion es leve
podria dar lugar a un recién nacido vivo. A pesar de que cabe la posibilidad de que el embrién
se desarrolle adecuadamente, debido a esa fragmentacion, se han reportado casos de recién
nacido vivos con anomalias cromosomicas y otras enfermedades como cancer relacionadas con

elevados niveles de fragmentacion en el ADN espermatico [2].

Como bien sabemos, la técnica de fecundacidn “in vitro”, microinyeccion intracitoplasmatica
de espermatozoide (ICSI) es la més utilizada hoy en dia en los tratamientos de reproduccion
asistida (TRA). Segun estudios la técnica ICSI incrementa el riesgo de morbilidad en bebés
nacidos mediante este procedimiento debido a que, en relacion con el tema que abordamos,
cabe la posibilidad de que se introduzca un espermatozoide morfologicamente normal pero que
presente un severo grado de fragmentacion de ADN por lo que el genoma del embrion estaria
dafado [2]. Ademas, destacar que la capacidad del ovocito para iniciar la reparacion depende
en su mayor parte de la calidad citoplasmica y genomica del ovocito, que a su vez se ven

afectados draméaticamente por el aumento de la edad [5].

Como hemos comentado anteriormente, hay parametros funcionales de los espermatozoides,
entre ellos la integridad de la cromatina, que se evalUan para proporcionar informacion sobre
alteraciones de los espermatozoides que no se identifican de forma rutinaria. La condensacion
incompleta o defectuosa de la cromatina espermatica aumenta la susceptibilidad del ADN al
dafio lo que conlleva al SDF y que puede ser causada por factores extrinsecos y también por
factores intrinsecos, aunque la evidencia cientifica atribuye a las especies reactivas de oxigeno
(ROS) como principal factor en el dafio al ADN [3]. Las especies reactivas de oxigeno (ROS)
son vitales para procesos fisiolégicos como apoptosis y capacitacion, pero una sobreproduccion

conduce a varias consecuencias deletéreas, incluido el aumento en los niveles de SDF [6].

A continuacion, se muestran los principales mecanismos de induccién de dafio al ADN y que
como consecuencia producen SDF en los espermatozoides durante la produccion o el transporte

de los mismos, los cuales se explicaran en profundidad en el apartado de “Resultados”:



% Mecanismos testiculares como la apoptosis abortiva y maduracion defectuosa que dan
lugar a roturas en las cadenas del ADN. Roturas de cadena simple (SSB) o de doble
cadena (DSB).

% Fragmentacion del ADN post- testicular inducida, principalmente por especies reactivas

*,

de oxigeno (ROS) provocando estrés oxidativo (OS). Este dafio oxidativo puede
provocar apoptosis abortiva por induccion de la activacion de caspasas, puede afectar a
espermatozoides inmaduros o anormales o puede afectar a aquellos espermatozoides
que escaparon de la apoptosis (abortiva) que son susceptibles a ROS.

++ Factores clinicos como edad, infeccidn, cancer, desequilibrios hormonales, obesidad,
diabetes, ...

«+ Factores ambientales como calor, toxinas ambientales, radiacién, tabaquismo, abuso de

drogas, dieta, agentes quimicos, estilo de vida, ...

Todos estos mecanismos tanto de manera directa como indirecta pueden provocar la

fragmentacién de ADN espermatico (SDF).
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Figura 1. Se muestran los factores intrinsecos implicados en el SDF que son los mecanismos
testiculares y los post- testiculares y los factores extrinsecos son la edad, exposicion al calor,

inflamacion/infeccion, estilo de vida (tabaco, comida basura, ...), toxinas ambientales, radiacion, ...

[6].



Tipos de dafio al ADN: desajuste de bases, pérdida de base, modificaciones de bases, aductos
de ADN, dimeros de pirimidina, roturas monocatenarias (SSB) y roturas bicatenarias (DSB).
Cualquiera de estas alteraciones puede inducir SDF y comprometer la concepcion natural o los
resultados del TRA [6].

Base modifications

Mismatched bases Abasic sites (oxidation, alkylation, deamination)
y —w
éﬂ Missing T
Cf./, ,//;
Induced by replication errors Induced by ROS Induced by ROS, UV light, alkylating agents
CCF CCF
Adducts and intrastrand crosslinks Pyrimidine dimers Sperm DNA fragmentation

(single and double strand breaks)

., Crosslink

Induced by carcinogens and ROS Induced by UV light _Induced by ROS, genotaxic chemicals,
ionizing radiation, collapsed replication fork

Figura 2. Tipos de dafio al ADN [6].

Pese a las consecuencias que los altos niveles de fragmentacion de ADN pueden ocasionar en
la reproduccién humana, no es una determinacion que se aconseje realizar de rutina. Las
indicaciones para realizar pruebas para determinar SDF son las siguientes: infertilidad
inexplicable, abortos recurrentes, varicocele, estilo de vida desaconsejable y toxicos

ambientales [7].

En la actualidad, la mayoria de laboratorios o clinicas de fertilidad disponen de diversos tests o
técnicas para evaluar la integridad de la cromatina espermatica en los pacientes con infertilidad.
Estos procedimientos se explicaran con mas detalle mas adelante, aunque es necesario destacar

los siguientes:

«» Ensayo TUNEL.

%+ Test de Dispersion de la Cromatina Espermatica (SCD).
% Ensayo Comet.

%+ Medicion de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG).



X/
°e

Ensayo de la Estructura de la Cromatina Espermaética (SCSA).

X/
°e

Medicion naranja de Acridina (Acridine Orange, AO).
Ensayo de Cromomicina A3 (CMA3).

X/
°e

>

X/
*

% Tincion azul de Toluidina (TB).

% Tincion azul de Anilina (AB).
Destacar que los mas utilizados hoy en dia son el SCD, SCSA y ensayo TUNEL.

En esta revision también se va a realizar una busqueda exhaustiva de las medidas terapéuticas
indicadas para pacientes con distinto porcentaje de fragmentacion de ADN espermatico, asi
como alternativas mas novedosas y que se estan investigando para poder utilizarlas en el futuro.

Algunas de ellas son:

% Aislamiento selectivo de espermatozoides mediante gradientes de densidad, columnas
de lana de vidrio, swim-up, separacion electroforética, sistemas de microfluidos.

% Criopreservacion espermatica.

% Prescripcion de terapia antioxidante.

¢ Administracion de antibioticos.

% Varicocelectomia. Varicocele podria aumentar los niveles de OS.

% Modificaciones del estilo de vida.

% Abstinencia reducida.

% MACS.

% PICSI.

% IMSI.

% Microscopia con luz polarizada.

%+ Obtencidn de espermatozoides a traves de biopsia testicular.

4 OBJETIVOS

El trabajo realizado es una revision bibliografica en la que se ha realizado una busqueda
profunda de articulos y trabajos realizados en la comunidad cientifica acerca de la
fragmentacion de ADN espermatico, una de las causas de la infertilidad masculina. Se ha
tratado de realizar una recopilacion de informacion acerca de la etiologia, desarrollo,
prevalencia, métodos de diagnostico, impacto sobre la salud reproductiva de la pareja y medidas

terapéuticas de la enfermedad.



Los puntos a desarrollar son los siguientes:

> Etiologia y desarrollo del SDF
Estudio de la prevalencia de la enfermedad.
Métodos y técnicas utilizadas para su diagnostico.

Anédlisis del impacto en la salud reproductiva del varén y de la pareja.

YV V V V

Estudio de las medidas o soluciones terapéuticas actuales e innovadoras.

5 METODOS

En este trabajo es una revision bibliografica de diferentes articulos y fuentes relacionados con
la enfermedad, con los cuales se analizaran y desarrollaran los diferentes aspectos de la

fragmentacion de ADN espermatico.

Al tratarse de una enfermedad reconocida y estudiada en la actualidad se llevara a cabo una
recopilacion de informacion e introduccion de aspectos mas actuales o novedosos, asi como un

analisis critico de la misma.

Para la busqueda, primeramente, se introdujeron términos como “sperm dna fragmentation”,
“oxidative stress”, “male infertility” en la base de datos PubMed y a traves de los articulos

encontrados se revisaron otras referencias que resultaron de interés.

6 CUERPO DE LA REVISION
En este apartado se van a desarrollar los objetivos planteados para la revision bibliografica.

La poblacion de espermatozoides en el eyaculado puede ser muy heterogénea. Esto parece ser
aln mas evidente en pacientes cuyos parametros del semen caen por debajo de los valores
normales. La relacion entre los parametros deficientes de los espermatozoides y el dafio del
ADN en espermatozoides apunta a problemas inherentes en la espermatogénesis en pacientes

especificos [8].

SDF es inducida principalmente por mecanismos testiculares como la maduracion defectuosa
y la apoptosis abortiva que ocurre dentro del testiculo, o por mecanismos post- testiculares
como la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en todo el tracto reproductivo
masculino [6]. Sin embargo, también hay factores de riesgo clinicos y ambientales que se veran

mas adelante.



Se va a describir coémo se produce la apoptosis abortiva pero previamente es necesario explicar

brevemente el proceso de espermatogénesis.

La espermatogénesis es un proceso complejo para generar espermatozoides que poseen la mitad
de la informacién gendmica paterna. Después de la meiosis en la que un espermatocito diploide
derivado de espermatogonias se divide en cuatro espermatidas haploides, éstas se someten a la
espermiogénesis para convertirse en espermatozoides, acompafiada de eliminacion de citosol,
condensacion nuclear, formacién del acrosoma, alargamiento de la cola. La cromatina
compactada del espermatozoide, empaquetada por protaminas, permite la proteccion del

genoma de dafios en el ADN vy la transmision eficiente del genoma paterno a la descendencia.

La espermatogénesis se puede dividir en dos fases. La primera tiene lugar entre el nacimiento
y los 6 meses de edad. Esta fase se caracteriza por la diferenciacion de los gonocitos en
espermatogonias y es acompafiado por una ola masiva de células germinales que experimentan
una eliminacion apoptdtica en los testiculos. Este proceso esta controlado por las células de
Sertoli y se considera un paso importante para la progresion normal de la espermatogénesis en
el adulto. En la segunda fase de la espermatogénesis, que comienza con el inicio de la pubertad,
se debe asegurar una relacion estable entre las células de Sertoli y las células germinales pre y
post- meidticas, asi como la renovacion de las células germinales con el necesario control de
calidad de la espermatogénesis, lo que requiere un buen mecanismo regulador y equilibrado

para eliminar estas células, la apoptosis.

Después de esta breve introduccion, procedemos a explicar el mecanismo por el cual se produce
la apoptosis abortiva, que como hemos comentado anteriormente es una de las causas
principales de un nimero elevado de espermatozoides con fragmentacion en el ADN en el

eyaculado.

Las células germinales que van a ser eliminadas expresan el receptor Fas que es un marcador
de apoptosis temprana. A su vez, las células de Sertoli expresan el ligando para ese marcador
(FasL) que, si se une a su receptor, induce la apoptosis y seguidamente las células germinales
apoptoticas son fagocitadas por las células de Sertoli [8]. Sin embargo, hay espermatozoides
gue escapan de este proceso apoptdtico y como consecuencia aparecen en el eyaculado. Se
plante6 una hipotesis en un estudio [2] en el que se llevaron a cabo dos posibles causas de por
qué aparecen espermatozoides apoptéticos en el eyaculado. La primera es que expresan un
receptor Fas disfuncional, y la segunda es que hay muchos espermatozoides que expresan Fas

y las células de Sertoli no son capaces de fagocitar a todos. Esta hipotesis se denominé



“Apoptosis abortiva”. Ademas, estudios han demostrado que el exceso de especies reactivas de
oxigeno (ROS) también pueden activar rutas apoptéticas y asi aumentar el nidmero de

espermatozoides que escapan del proceso apoptotico en el eyaculado.

Otra de las causas mas influyentes en el aumento de SDF es una maduracién defectuosa de los
espermatozoides. En la espermiogénesis, especificamente en la etapa donde se produce la
elongacién de las espermatidas no solo se produce un cambio morfolégico y estructural del
ndcleo sino también la compactacion de la cromatina mediante del intercambio de histonas con
proteinas de transicion y protaminas. Esto es facilitado por una endonucleasa llamada
topoisomerasa Il, que crea roturas en el ADN para reducir la tension de torsion y facilitar el
desacople de las histonas y la compactacion de la cromatina mediante protaminas. Si estas
roturas no son reparadas, la incapacidad de compactacion de la cromatina puede dar lugar a una
maduracion defectuosa y la aparicion de un elevado porcentaje SDF en el eyaculado.
Espermatozoides con defectos en el intercambio de histonas por protaminas presentan
morfologia anormal y motilidad reducida debido a un fallo en la condensacion nuclear, lo que
conlleva dificultades en la fertilizacion. Este fallo en la espermiogénesis también esta

relacionado con una disminucién de la fecundacion tras técnicas de FIV e ICSI [6].

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son agentes oxidantes, entre los que se incluyen el
perdxido de hidrogeno, superoxido y radicales libres. Se ha informado la presencia de niveles

elevados de ROS en el semen de entre el 25 y el 40% de los hombres infértiles [8].

El estrés oxidativo seminal no solo altera varias funciones de los espermatozoides, como la
motilidad o la reaccion acrosémica, sino que también se ha reconocido como la principal causa
de dafio al ADN de los espermatozoides [2]. Esta condicidén puede desarrollarse como resultado
de un desequilibrio entre la generacion de ROS vy la actividad de antioxidantes. En general, las
bases de ADN vy los enlaces fosfodiéster son muy susceptibles a la peroxidacion. Ademas, los
espermatozoides son particularmente susceptibles al dafio inducido por OS porque sus
membranas plasmaticas contienen grandes cantidades de &cidos grasos poliinsaturados y el

citoplasma contiene bajas concentraciones de enzimas antioxidantes [8].

Una fuerte evidencia sugiere que los altos niveles de ROS median la aparicion de roturas de
ADN comunmente observadas en los espermatozoides de hombres infértiles, que al no ser
reparadas es cuando se produce el dafio al ADN vy su fragmentacion. Ademas, estudios en los
que el esperma estuvo expuesto a ROS producidos artificialmente resulté en un aumento

significativo en el dafio del ADN en diversas formas y modificaciones como comentamos en la

10



introduccién: modificacion de todas las bases, produccion de sitios libres de bases,
eliminaciones, cambios en el marco de lectura del ADN, enlaces cruzados de ADN vy

reordenamientos cromosomicos.

Defective spermiogenesis

a2

Impaired chromatin remodelling

Step 1 J:L

Inefficient protamination

a

L Vulnerability to stress

Reactive oxygen species [mm} a

— Oxidative stress

Oxidative
Step 2 u ﬂ DNA damage
L H Figure 2 A two-step hypothesis of DNA
DNA fragmentatlon damage in the male germ line.

Figura 3 [12].

Los espermatozoides con pobre morfologia estan considerados como generadores de cantidades
excesivas de ROS y producen un exceso de citoplasma residual (ERC), parametro a tener en
cuenta en el analisis de la morfologia espermatica, lo que se traduce en una disminucion de la

fertilidad masculina [2].

Como hemos mencionado anteriormente, la elevada produccion de ROS por espermatozoides
puede ser causado también por una disrupcion en el flujo de transporte de electrones en la
mitocondria que, de hecho, esta estimulado por un contenido anormalmente alto de acidos
grasos en espermatozoides con morfologia anormal [2]. Este dafio oxidativo puede provocar
SDF de manera indirecta induciendo apoptosis en un gran nimero de espermatozoides y por
tanto un mayor porcentaje de ellos que escapan de ese proceso y que aparecen en el eyaculado

(apoptosis abortiva), o de manera directa.
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Como hemos comentado al principio de este apartado, hay unos factores clinicos (edad,
infeccion, cancer, desequilibrios hormonales, obesidad, diabetes, ...) y ambientales (calor
exposicion, toxinas ambientales, radiacion, tabaquismo, abuso de drogas, dieta, ...) que también

pueden estar implicados en el SDF.

La edad paterna es un poderoso factor de riesgo de dafio al ADN en el espermatozoide. Este
hallazgo se basa en resultados de estudios en los que se han utilizado distintos protocolos de
evaluacion de dafios en el ADN mostrando una correlacién positiva entre la edad paterna y el
dafio en el ADN espermético en humanos [10]. Por tanto, el SDF aumenta con la edad,
comenzando en edad reproductiva y duplicandose entre los 20 y 60 afios. Esta asociacién se ha
atribuido a una mayor exposicion a OS, condensacion defectuosa de la cromatina espermatica,
y apoptosis abortiva que ocurre con envejecimiento. Cuadros clinicos asociados con aumento
de SDF incluyen, varicocele, que induce dafio testicular y SDF a través del aumento de la
temperatura intratesticular y flujo retrogrado de metabolitos renales y suprarrenales resultando

en OS y apoptosis [6].

Las infecciones genitourinarias y el posterior aumento de leucocitospermia incrementa la
produccién de ROS y como consecuencia el aumento de SDF. Estas causas de infertilidad
masculina debido al estrés oxidativo son potencialmente corregibles y representan hasta el 35%
de los pacientes que consultan por infertilidad. Estas condiciones, que pueden infligir dafios a
las células germinales masculinas, pueden desencadenarse por la accion directa de patdgenos o
indirectamente al inducir procesos inflamatorios en el tracto seminal mediante la activacion de

leucocitos [2].

Se ha demostrado que la integridad del ADN de los espermatozoides se ve afectada
significativamente en muestras de semen con leucocitospermia. Como consecuencia, los
niveles de ROS y citocinas aumentan en el plasma seminal y ejercen sus efectos perjudiciales,

destacando el dafio al ADN espermatico [9].

Se demostrd que, en los pacientes infértiles, el hallazgo de niveles elevados de ROS en el
plasma seminal esta asociado con una escasa capacidad antioxidante. Esto fortalece el hecho de
que el equilibrio entre la generacion de ROS vy la capacidad antioxidante del semen juegan un
papel muy importante en la fisiopatologia de las infecciones/inflamaciones del tracto genital y
su impacto en las funciones del espermatozoide y por lo tanto en la capacidad fecundante.

Considerando que los leucocitos, como parte de sus funciones fisiologicas, producen perdxido
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de hidrégeno, las ROS derivadas de ellos durante procesos inflamatorios o infecciosos pueden

aumentar el dafio al ADN [9].

Un estudio reciente demostré que los leucocitos seminales no solo estan significativamente
asociados con la produccion de ROS en el semen, sino también con la produccién de superoxido
por parte de las células germinales masculinas, activacion de determinadas caspasas en los
espermatozoides y el aumento del porcentaje de espermatozoides con un potencial de
membrana mitocondrial alterado. Las caspasas 3 y 7 juegan un papel fundamental en la
apoptosis y considerando que en las muestras seminales con leucocitospermia hay una excesiva
produccion de ROS, es concebible que esos ROS derivados de leucocitos puedan inducir la
apoptosis mediante la activacion de las caspasas mencionadas. Ademas, se ha demostrado una

correlacién positiva entre la produccion de ROS en el eyaculado y las caspasas 3 y 9 [2].

Con respecto a los ROS, hay que diferenciar donde se originan. Pueden producirse de una forma
externa como es a traves de los leucocitos en el eyaculado o por los propios espermatozoides

durante la respiracion celular.

Los ROS producidos extrinsecamente, es decir, por los leucocitos, afectan predominantemente
a la membrana plasmatica y esta relacionada con una disminucion de la movilidad del
espermatozoide. Sin embargo, los ROS producidos intrinsecamente (espermatozoides) causan
predominantemente dafio en el ADN [9]. La respiracion aerobia no es un mecanismo
perfectamente eficiente y aproximadamente entre 1-5 % del oxigeno consumido es convertido

en radicales libres, por lo tanto, los espermatozoides son importantes productores de ROS [2].

También se produce un incremento de SDF en hombres con cancer testicular y otras neoplasias
malignas, y sugieren gque es un efecto secundario a las alteraciones endocrinas 0 aumento de

OS en estas patologias [6].

El aumento de la temperatura escrotal, el desequilibrio endocrino y la inflamacion sistémica
crénica se cree que son mecanismos que relacionan la obesidad con alteraciones en la funcion
de los espermatozoides y con su reduccion en su potencial de fertilidad. De hecho, los estudios
han mostrado una mejora significativa en la SDF y en general de la fertilidad con la pérdida de
peso [3]. Hombres con diabetes presentan niveles mas altos de SDF debido al OS. Se puede
producir un aumento de la temperatura escrotal por anomalias fisicas como criptorquidia,

testiculos retractiles y varicocele, asi como en casos febriles agudos y estilos de vida sedentarios

[6].
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Algunos estudios demuestran un aumento de SDF debido a la exposicidn a aire contaminado.
La exposicion a metales pesados como plomo, cadmio, fenvalerato (insecticida sintético) y
pesticidas organofosforados pueden causar dafio al ADN. También fumar tiene un impacto
negativo en la integridad del ADN debido a metabolitos del tabaco como la nicotina, cadmio,
plomo y benzopireno. El efecto de las toxinas depende de proximidad y duracion de la

exposicion [6].

En un estudio reciente [5] se planted la hip6tesis de que los hombres que son homocigéticos
nulos para el gen de la glutation-S-transferasa M1 son menos capaces de eliminar metabolitos
reactivos de hidrocarburos aromaticos policiclicos cancerigenos que se encuentran en el aire
contaminado. En consecuencia, estos hombres son mas susceptibles a los efectos de la
contaminacion del aire sobre la cromatina de los espermatozoides. Disefiaron un estudio
longitudinal en el que los hombres proporcionaron muestras de semen durante periodos de baja
y alta contaminacion del aire, y encontraron una asociacion estadisticamente significativa entre
el genotipo nulo de glutation-S-transferasa M1 y el aumento de SDF. Ademas, los hombres con
este genotipo también mostraron niveles més altos de SDF en respuesta a la exposicion a la

contaminacion del aire intermitente.

Ondas electromagnéticas, particularmente de teléfonos celulares, aumentan la produccion de

ROS mitocondriales y la formacion de aductos de ADN que causan dafio a éste [2].

Los tratamientos de quimioterapia y la radioterapia también pueden provocar la induccién de
SDF. En general, se cree que los tratamientos contra el cancer afectan la fertilidad masculina y
que la reduccién de la produccion de esperma surge de los efectos citotoxicos de la
quimioterapia o la radioterapia sobre el epitelio seminifero. Aunque los tests especificos para
el analisis del ADN espermatico han sido limitados en pacientes con cancer, observaron que la
integridad y compactacion del ADN espermatico estaban afectados en pacientes con cancer de

testiculo y linfoma de Hodgkin antes de la quimioterapia [5].

Estos factores de riesgo clinicos y ambientales aumentan la produccién de ROS por diferentes

mecanismos que conducen a OS y, en ultima instancia, a SDF.

El dafio al ADN se traduce en la fragmentacion del mismo. La fragmentacion del ADN se
caracteriza por roturas de cadena simple (SSB) y roturas de doble cadena (DSB). En el ADN
con SSB, la otra hebra puede actuar como plantilla para la replicacion y, por lo tanto, puede
repararse. Cuando estas lesiones no se reparan, pueden comprometer la integridad del genoma.

Los SSB son causados por accion de la actividad abortiva de la topoisomerasa o la ADN ligasa
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adyacente a una lesion. Ademas, el estrés oxidativo, la peroxidacion lipidica y la alteracion de

proteinas también puede conducir a SSB.
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Figura 4 [6].

En general, los DSB se consideran dafiinos para el ADN gendémico ya que dan lugar a
reordenamientos genéticos. Estas roturas se pueden producir a partir de fuentes enddgenas
como consecuencia de los SSB durante el proceso de replicacion del ADN, horquillas de
replicacion colapsadas o niveles aumentados de radicales libres. Ademas, factores exdgenos
como radiaciones, productos quimicos genotdxicos o determinados farmacos también pueden
provocar DSB [6].
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Figura 5 [6].

Tanto los SSB como los DSB presentes en el ADN del esperma pueden afectar la fertilidad y

los resultados reproductivos.

Los DSB afectan negativamente la cinética embrionaria y las tasas de implantacion, y se han
asociado con abortos espontaneos en parejas sin factor femenino. Por el contrario, las SSB no

tienen un impacto significativo en el desarrollo del embridn o en las tasas de implantacion [11].
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Debido a estos datos, es imprescindible realizar una correcta medicion de SSB y DSB ya que
puede proporcionar informacién importante durante evaluacion de la fertilidad de los hombres.
La integridad del ADN de los espermatozoides se puede determinar realizando el ensayo
TUNEL, por ejemplo, y también mediante otras pruebas directas como SCSA y SCD, las cuales
seran profundizadas mas adelante. Sin embargo, estos ensayos no pueden distinguir entre SSB
y DSB presentes en el ADN [11].

6.1 TECNICAS DIAGNOSTICO

®,

s Ensayo TUNEL.

En este test diagnostico, las roturas del ADN monocatenario y bicatenario marcan con
tiocianato de fluoresceina (FITC)-dUTP antes de que la muestra se someta a analisis
microscopico de fluorescencia o a citometria de flujo. Por lo tanto, si hay muchas roturas en el
ADN, se unira mas FITC-dUTP aumentando el nimero de células fluorescentes y por lo tanto
aumentando la intensidad de la sefial fluorescente. Por Gltimo, se observa en un microscopio

fluorescente o se mide mediante citometria de flujo [3].

En los laboratorios de infertilidad masculina se utiliza ampliamente este ensayo para medir el
SDF, y el porcentaje de espermatozoides con ADN fragmentado se correlaciona negativamente

con la morfologia, motilidad y concentracion de los espermatozoides.

Su alto valor predictivo permite confirmar que los hombres infértiles con resultado TUNEL

positivo realmente tienen niveles de SDF anormales que pueden ser la causa de su infertilidad
[3].

Como cualquier método, el ensayo TUNEL tiene sus ventajas y desventajas. Generalmente, el
procedimiento del ensayo requiere mucho tiempo y laborioso. La citometria de flujo esta
ampliamente automatizada, y se pueden medir 10,000 células en un corto periodo de tiempo, lo
que resulta en una mayor precision. Por otro lado, un citometro de flujo es caro y puede no estar
al alcance de muchos laboratorios. Los resultados son también influidos significativamente por

el tipo de fijacion utilizada, tiempo de incubacion y el fluorocromo utilizado [3]
%+ Test de Dispersion de la Cromatina Espermatica (SCD).
La prueba de dispersion de cromatina espermatica (SCD) analiza la formacién de halos

resultantes de la liberacion de bucles de ADN después de la desnaturalizacion del mismo. Estos
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halos surgen después de tratar muestras de esperma en un gel de agarosa con una solucién acida
y tampdn de lisis. Se produce un halo pequefio si el ADN estd poco fragmentado, 0 no se
produce halo si el ADN del esperma esta muy fragmentado. Por el contrario, si el ADN esta
intacto, el ADN en bucle si genera un halo de mayor tamafio. Los halos se pueden observar

usando un microscopio de campo brillante o de fluorescencia [3].

Las ventajas de la prueba SCD son: rapidez, el protocolo es facil de realizar y los resultados
son moderados, pero correlacionados con SCSA y TUNEL vy se ha utilizado con éxito en
estudios clinicos gracias a su buen poder predictivo para la fecundacion y el embarazo después
FIV e ICSI.

0,

s Ensayo Comet.

Este procedimiento se basa en los principios permeabilidad y movimiento electroforético del
ADN fragmentado. La apariencia caracteristica de “cometa” es de los fragmentos de ADN
desenrollados que forman una cola después del movimiento electroforético en el gel de agarosa.
Por otro lado, el ADN no fragmentado permanece en la cabeza del “cometa”. El dafio del ADN
se cuantifica mediante la medicién del desplazamiento entre el material genético nuclear
(cabeza del cometa) y el migrado de la cola de ADN desenrollada. La longitud de esta cola sirve
como indice de dafio al ADN espermatico. EI “momento de la cola” 0 momento de torsion de
la cola se obtiene multiplicando la longitud de la cola con la fraccion del ADN total en éstas
cuando se visualiza usando un tinte de unién fluorescente al ADN. La mayoria de los test SDF
no detectan ni diferencian simultdneamente entre las roturas de cadena simple (sSDNA) y doble
cadena (dsDNA) en el mismo espermatozoide, mientras que el ensayo Comet representa una

excepcion [3].

El ensayo Comet puede evaluar eficazmente el dafio del ADN de los espermatozoides despuées
de su criopreservacién y sus resultados predicen el desarrollo embrionario, principalmente en

casos de esterilidad idiopatica.
% Medicion de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG).

8-OHdG es uno de los marcadores mas sensibles para indicar dafio oxidativo al ADN. En
condiciones fisioldgicas este dafio es reversible y puede ser reparado por el ovocito después de
la fecundacion o por el embrién durante su desarrollo, sin embargo, grandes cantidades de 8-

OHdG han sido relacionados con la infertilidad masculina. Si este dafio no es reparado, esta
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molécula puede ser mutagénica y puede provocar la pérdida del embrion, malformaciones o

cancer [2].

Esta molécula es un subproducto de dafio oxidativo del ADN espermatico y debido a su potente

mutagenicidad es uno de los marcadores de dafio al ADN espermatico més estudiados [3].

Para la deteccion de 8-OHdG se puede utilizar la microscopia de fluorescencia o citometria de

flujo.

La medicion de 8-OHdG puede distinguir con éxito entre hombres fértiles e infértiles, y los
resultados han demostrado que la cantidad de esta molécula se correlaciona positivamente con
el SDF evaluado por el ensayo TUNEL [3].

Segun los informes, los niveles de 8-OHdG son més altos en fumadores y en pacientes infértiles
con varicocele, y debido a su potente mutagenicidad, niveles muy elevados de 8-OHdG se han

asociado con abortos espontaneos, malformaciones fetales o incluso cancer infantil [3].
% Ensayo de la Estructura de la Cromatina Espermatica (SCSA).

El SCSA es un test en el que se utiliza citometria de flujo y se basa en el hecho de que la
cromatina espermatica anormal es muy susceptible a efectos fisicos inducidos por la
desnaturalizacion parcial del ADN “in situ”. EI pardmetro mas importante de la SCSA es el
indice de fragmentacion del ADN (% DFI), que representa la poblacion de células con dafio en
el ADN [8].

Este ensayo esta basado en las propiedades metacromaticas del test naranja de acridina con la

diferencia de que se utiliza un citometro de flujo en lugar de un microscopio de fluorescencia
[3].
% Medicion naranja de Acridina (Acridine Orange, AO).

La prueba de naranja de acridina se introdujo como un método simplificado del SCSA en el que
se utiliza un microscopio de fluorescencia y no requiere costosos equipos de citometria de flujo

y personal capacitado como en SCSA. [8]

Es un fluorocromo gque mide la susceptibilidad a la desnaturalizacion del ADN nuclear de los
espermatozoides. Este se intercala y dependiendo a qué tipo de ADN se una, se observa
fluorescencia verde indicando que se ha unido dsDNA (sin dafio en el ADN) o fluorescencia
roja, indicando que se ha unido a sSSDNA que significaria que el ADN esta fragmentado. Los

estudios muestran que los hombres infértiles tienen un porcentaje significativamente mayor de
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espermatozoides AO positivos que los controles de hombre fértiles, y que los hombres con

varicocele tienen significativamente mas espermatozoides AO positivos que el grupo infértil
[3].

La varicocelectomia dio lugar a una mejora significativa en la integridad del ADN, lo que

demuestra la utilidad clinica de la tincion AO [3].
% Ensayo de Cromomicina A3 (CMAB3).

CMAZ3 es un glucosido producido por una cepa especifica de la bacteria Streptomyces griseus
que, en presencia de Mg?*, se une al ADN, donde compite especificamente por los sitios de
unién de protamina a través del surco menor del ADN, lo que indica una deficiencia de
protamina en espermatozoides CMA3-positivos mientras que los CMA3-negativos (que se
tifien de un amarillo tenue o de un verde opaco) indican un elevado porcentaje de protaminas
unidas al ADN [3].

% Tincién azul de Toluidina (TB).

Tincion que se une especificamente a los componentes celulares &cidos. Este tinte se muestra
una elevada afinidad por la union al residuo de fosfato del ADN espermatico inmaduro. Las
cabezas de los espermatozoides con integridad normal del ADN se tifien de azul, mientras que
las cabezas de los espermatozoides con ADN dafiado estan tefiidas de violeta. EI método es
simple y utiliza tintes comunes y rentables. Los resultados también se correlacionan con pruebas
avanzadas como SCSA y TUNEL [3].

% Tincion azul de Anilina (AB).

Permite determinar la capacidad de condensacién de la cromatina espermatica utilizando un
tinte acido con alta afinidad por las histonas ricas en lisina que no son intercambiadas por

protaminas durante la espermatogénesis [3].

6.2 MEDIDAS TERAPEUTICAS

% Aislamiento selectivo de espermatozoides mediante gradientes de densidad, columnas

de lana de vidrio, swim-up, separacion electroforética, sistemas de microfluidos.

La estrategia a corto plazo seria desarrollar técnicas para aislar solo aquellos espermatozoides

gue poseen bajos porcentajes de dafio en el ADN para fines de reproduccién asistida. La gran
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mayoria de las clinicas de reproduccion asistida realizan una de las siguientes técnicas para
aislar espermatozoides funcionalmente normales: swim-up, que separa la muestra en dos
fracciones, moviles y no mdviles o la centrifugacion en gradiente de densidad que separa
espermatozoides segun su densidad y facilita la separacion y seleccion de los espermatozoides

moviles y morfolégicamente normales [13].

Recientemente se ha demostrado que la adicion de cido ascorbico a los medios durante un
procedimiento de swim-up podria reducir el porcentaje de espermatozoides con elevados
niveles de ROS y mejorar integridad de la cromatina, a su vez, también se ha demostrado que
la vitamina E preserva la integridad funcional de los espermatozoides durante su aislamiento
[10].

Otro método menos utilizado y que parece ser eficaz para aislar espermatozoides normales, es

la filtracion a través de columnas de lana de vidrio [12].

Recientemente, se ha desarrollado una técnica electroforética que es capaz de aislar
espermatozoides que posean niveles bajos de dafio en el ADN. Esta técnica también es eficaz
con materiales de partida mas sensibles como biopsias testiculares e incluso suspensiones de
esperma congeladas. Ademas, la eficacia de este método se ha demostrado en estudios de casos
en los que otros métodos han sido ineficaces para aislar espermatozoides que sean capaces de

fecundar y que se produzca un inicio normal del desarrollo embrionario [12].

Hoy en dia hay métodos novedosos para aislar selectivamente espermatozoides como los

sistemas de microfluidos.

En estudios que utilizaron esta tecnologia de microfluidos para la separacion de
espermatozoides moviles, las muestras de semen se depositaron en un dispositivo que permitia
la separacion gracias a la fuerza de la gravedad donde la presion hidrostatica de dos depdésitos
de entrada separados condujo el flujo de medios por un canal de microfluidos convergente. El
principio del dispositivo aproveché el hecho que solo los espermatozoides mdviles pueden
atravesar el borde que separa las corrientes paralelas de semen diluido y medio fresco. Por lo
tanto, los espermatozoides mdviles serian capaces de nadar lejos de los espermatozoides
inmoviles, debris y el plasma seminal y acumularse en un depdsito [19]. Los espermatozoides
sin fragmentacion de doble cadena de ADN presentan una motilidad caracteristica que les
permite alcanzar antes la cAmara de mayor tamafio donde se recogeran seleccionados tras media
hora de incubacion. Esta indicado en pacientes que presentan fragmentacién del ADN

espermatico.
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% Criopreservacion espermatica.

Otra posible solucidn, particularmente al dafio del ADN asociado con la edad o la exposicion a
agentes quimioterapéuticos, seria considerar crioconservar los espermatozoides a una edad
temprana o antes del tratamiento quimioterapéutico. El principal problema de esta estrategia es
los métodos que se utilizan actualmente para criopreservar espermatozoides humanos inducen
dafio oxidativo en el ADN [10]. La adicion de antioxidantes puede mejorar dicho dafio

independientemente de si se trata de criopreservacion o vitrificacion.
¢+ Prescripcion de antioxidantes.

Los antioxidantes juegan un papel importante en la salud al eliminar el exceso de radicales
libres y, por lo tanto, prevenir el dafio oxidativo a las macromoléculas [6]. El liquido seminal
es una fuente importante de antioxidantes (ROS “scavengers™) y es clave para proteger los
espermatozoides del dafio oxidativo. Los estudios demuestran que una deficiencia de
antioxidantes en el semen esta asociada con dafio en el ADN de los espermatozoides. Del mismo
modo, algunos estudios han encontrado que la actividad antioxidante seminal es reducida en
hombres infértiles con altos niveles de ROS [14]. Por ello, un enfoque terapéutico potencial es
intentar contrarrestar el estrés oxidativo responsable del dafio del ADN en la linea germinal

masculina mediante la administracion exdgena de antioxidantes [12].

Un estudio [1] demostré que la administracion de L-Carnitina (LC), en los procesos de aislacion
selectiva, fue beneficiosa y mejora la motilidad de los espermatozoides, en particular, después
de las 2 horas periodo de incubacién. Se observé un aumento significativo en la motilidad de
los espermatozoides centrifugados suplementados con LC en comparacién con el control. La
propiedad de LC como ROS “scavenger” podria ser responsable de su efecto positivo sobre la

motilidad de los espermatozoides, asi como un aumento de la actividad antioxidante seminal.
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«» Administracion de antibiéticos.

Como hemos mencionado anteriormente en caso de que haya una infeccion y como
consecuencia se produzca una leucocitospermia, conllevaria a aumentar los niveles de OS y por
tanto de SDF.

La contaminacién bacteriana de los eyaculados se ha convertido en un factor esencial que
contribuye a la degradacion excesiva de los espermatozoides en las clinicas de reproduccion
asistida. Se ha observado adherencia bacteriana a la superficie de los gametos masculinos
seguida de aglutinacién de los espermatozoides, pérdida de motilidad y una reaccién
acrosomica alterada en cultivos de esperma con bacterias. Ademas, se ha informado de que el
uso de suspensiones de esperma contaminadas puede provocar la degeneracion de los ovocitos

y la transmision de infecciones a los receptores [18].

Las ventajas de complementar los antibioticos con los diluyentes de semen han sido
cuestionadas. A pesar de la capacidad de los antibioticos para prevenir la bacteriospermia, han
surgido informes que hacen hincapié en los efectos potencialmente toxicos de los antibidticos
tradicionales sobre la vitalidad del esperma y del embrion. Estos hallazgos, junto con una
resistencia bacteriana creciente a los antibioticos, han contribuido a la necesidad de encontrar

alternativas para reducir su uso generalizado durante la manipulacion del semen [18].

Debido a lo descrito anteriormente, un estudio [18] utilizo un sistema novedoso, el plasma no
térmico (NTP), con la capacidad de lograr una alta eficiencia en la inactivacion microbiana sin
aumentar la temperatura del gas y que, tedricamente, podria usarse como reemplazo de los
antibioticos para el tratamiento del semen. Ademas, los estudios preliminares sugieren que el
NTP podria usarse para estimular la motilidad de los espermatozoides de pacientes

astenozoospérmicos.
% Varicocelectomia.

El varicocele consiste en una dilatacion de las venas que drenan la sangre de los testiculos este
hecho aumenta la temperatura en los testiculos y en los epididimos. Los testiculos estan fuera
de la cavidad abdominal para tener de 2 a 3 grados menos. Por eso un aumento de temperatura

puede ser critico en la produccion y maduracion de los espermatozoides.

El varicocele se ha asociado con un aumento de los niveles de SDF. Esto es debido a que este

problema produce un aumento de la temperatura escrotal dando lugar a dafio espermatogénico

[2].
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Se ha establecido que la varicocelectomia puede mejorar la espermiogénesis y reducir los
niveles de SDF. Ademas, este tratamiento ha demostrado mejorar el éxito del embarazo tanto
en concepcion natural como en reproduccion asistida. Dadas estas observaciones, la asociacion
entre varicocele y el SDF esta contrastada, y la varicocelectomia es una opcion que se les

propone a los pacientes para mejorar la fertilidad [6].
% Modificaciones del estilo de vida.

Exposicion a factores ambientales y un mal estilo de vida tienen implicaciones negativas sobre
la fertilidad masculina. Los datos actuales han asociado el tabaquismo con niveles de SDF mas
altos en comparacion con los no fumadores, sin embargo, ningtn estudio ha evaluado aun el
posible impacto positivo de dejar de fumar en SDF. Hay también numerosos factores
ambientales como el aire contaminado, radiaciones ionizantes y pesticidas, vinculados con
niveles aumentados de SDF. Varios son los estudios que han demostrado un nivel de SDF mas
alto en hombres obesos, sin embargo, un metaanalisis reciente no encontré una asociacion
solida entre IMC y SDF. No hay evidencia concreta en que la modificacion del estilo de vida
mejore definitivamente los niveles de SDF, sin embargo, se ha propuesto que la pérdida de peso

y los cambios en la dieta mejoran los indices de SDF en los pacientes [6].

Ademas, hay evidencia de que los hombres infertiles con estilos de vida especificos también
pueden estar en riesgo de deficiencia de antioxidantes o vitaminas (por ejemplo, fumar,
aumento ingesta de alcohol o mala dieta) provocando un desequilibrio entre ROS vy

antioxidantes y como consecuencia aumentando los niveles de SDF [14].
% Abstinencia reducida.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda un periodo de abstinencia de 2 a 7
dias antes de tomar la muestra para la evaluacion estandar del semen. Los periodos prolongados
de abstinencia estan asociados con niveles méas altos de dafio en el ADN del esperma, sin
embargo, estudios recientes han sugerido que la abstinencia mas corta es mejor que la
abstinencia recomendada por la OMS para realizar analisis seminal. El periodo de abstinencia
es importante para asegurar tanto la cantidad como la calidad de los espermatozoides,
necesarios para una concepcion exitosa ya sea natural o asistida [16]. La abstinencia prolongada
conduce a la acumulacion de espermatozoides en el epididimo y puede aumentar su exposicion
a los efectos nocivos de las especies reactivas de oxigeno (ROS) provocando dafio al ADN

espermatico y como consecuencia aumentando los niveles de SDF.
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En términos de fertilidad, se ha demostrado que un intervalo de abstinencia de 3 dias 0 menos
se asocia con mayores tasas de embarazo después de la 11U (Inseminacion Intrauterina), también
se demostro que el uso de un segundo eyaculado (producido 1 hora después de una muestra
inicial) se asoci6 con mayores tasas de euploidia de blastocisto (43,6 % frente a 27,5 %), asi

como un mayor porcentaje de espermatozoides con buena cromatina [10].

En un estudio prospectivo realizado a varones normozoospérmicos que realizaron un periodo
de abstinencia de 24 horas y en el que no se realiz6 ningn método de seleccidn espermatica se
observo una reduccién de SDF de hasta un 25 % [15]. A pesar de que el estudio se realiz6 en
varones con pardmetros seminales normales, en base a los resultados obtenidos se recomienda
que aquellos varones con niveles elevados de SDF y factor masculino severo recojan muestras

seminales después de 1 dia de abstinencia, mejorando asi el porcentaje de SDF.

Hay cierta controversia con los efectos del periodo de abstinencia sobre la calidad del semen,
sin embargo, en un estudio encontraron una correlacion positiva y significativa entre la duracion

de la abstinencia sexual y la fragmentacion del ADN de los espermatozoides [16].
% MACS.

Como bien sabemos uno de los primeros marcadores de apoptosis es la pérdida de la integridad
de la membrana, que conduce a la externalizacion de la fosfatidilserina (una molécula con una
alta afinidad por la anexina V). Por lo tanto, la anexina V (utilizada como marcador de esperma
apoptotico) conjugada con microesferas magnéticas, que estan expuestas a un campo magnéetico
en una columna de afinidad, puede separar los espermatozoides apoptéticos de los no

apoptoticos.

Muchos estudios han evaluado recientemente el uso de MACS como método para reducir la
apoptosis de los espermatozoides y mejorar la calidad de los espermatozoides y como
consecuencia mejorar el desarrollo de los embriones. En base a estos estudios, otros grupos
estudiaron MACS como un método de seleccion de esperma para la realizacion de TRA.
Estudios recientes han recomendado la seleccion por MACS independientemente de los
resultados de la fragmentacion del ADN porque los espermatozoides apoptoticos no se asocian

exclusivamente con la fragmentacion del ADN de los espermatozoides [17].
% IMSI.

*

Se denomina inyeccion intrancitoplasmatica de espermatozoides seleccionados

morfologicamente y se utiliza un gran aumento para seleccionar los espermatozoides
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morfoldgicamente normales ya que se puede observar la presencia de vacuolas y éstas estan
relacionadas con SDF por lo que a la hora de microinyectar seleccionariamos espermatozoides
sin vacuolas [6]. Un estudio reciente [5] indica que los niveles de fragmentacion del ADN,
segun la evaluacion de la prueba SCD, en los espermatozoides seleccionados por IMSI, es

insignificante.
% PICSI

Esta técnica se basa en que, en el tracto genital femenino, el &cido hialurdnico juega un papel
esencial en la seleccion de los espermatozoides mas competentes para la fecundacion. La cabeza
del espermatozoide que ha completado la espermatogénesis, posee receptores para el &cido
hialurénico, de tal manera que el espermatozoide maduro se unira a dicha molécula. Dichos
espermatozoides muestran menores niveles de fragmentacion de ADN espermatico y de

marcadores apoptoticos

Este sistema de seleccion espermética consiste en una placa, en la cual hay unas regiones
enriquecidas de acido hialuronico, sobre las cuales se realiza la inseminacion del semen
capacitado. El espermatozoide con receptor para el &cido hialurdnico, se adhiere y se selecciona
por tanto positivamente. La seleccion del espermatozoide se realiza con la pipeta de

microinyeccion cogiendo aquellos espermatozoides adheridos.
% Microscopia con luz polarizada.

Este método ha sido propuesto como una herramienta novedosa para la seleccion de
espermatozoides y consiste en evaluar la organizacion de los organulos en ambos
compartimentos de la cabeza del espermatozoide, el nucleo y el acrosoma, y también la
organizacion en la cola, mediante la aplicacion de microscopia de luz polarizada adaptada a la
técnica ICSI. Este enfoque se baso en las caracteristicas birrefringentes de los espermatozoides.
En el nucleo del espermatozoide maduro, hay una fuerte birrefringencia asociada con
filamentos de nucleoproteinas que estan ordenados y orientados longitudinalmente. La
presencia de filamentos de proteinas subacrosomales que estan orientados longitudinalmente
proporciona al complejo acrosémico maduro un tipo similar de birrefringencia. Lo mismo es
para grandes porciones de la cola, en las que la organizacion microtubular del axonema en la
pieza intermedia son birrefringentes. La principal ventaja es la posibilidad de seleccionar

espermatozoides birrefringentes para ICSI sin afectar su vitalidad o motilidad [20].
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Figura 7. El acrosoma reacciona en el espermatozoide A y no reacciona en los espermatozoide B. El

espermatozoide C carece de birrefringencia debido a la ausencia de una textura convencional, con una vacuola
en su cabeza. Solo los nlcleos no picnaéticos (aquellos que no presentan condensacion irreversible de la
cromatina) pueden ser birrefringentes, debido a la organizacion de los filamentos de las nucleoproteinas,

estrictamente empaquetados en una textura muy compacta [20].

++ Obtencion de espermatozoides a través de biopsia testicular.

Los espermatozoides extraidos de los testiculos de hombres con altos niveles de SDF en el
eyaculado tienden a tener mejor calidad del ADN. EI fundamento de este método es evitar la
fragmentacion del ADN post- testicular causada por el estrés oxidativo durante la maduracion
de los espermatozoides a través del epididimo. Por lo tanto, la fecundaciéon de ovocitos por
espermatozoides testiculares gendOmicamente intactos, aumenta las posibilidades de crear un

embrion genéticamente normal y la probabilidad de lograr un recién nacido vivo.

7 DISCUSION

En esta revision bibliografica se ha realizado una busqueda exhaustiva de diferentes articulos
de distintas revistas y sitios de publicacion en los que se ha intentado recopilar la maxima

informacion posible acerca de la enfermedad fragmentacién de ADN espermatico (SDF).

En esta busqueda he analizado diferentes articulos que describen distintos aspectos de esta

enfermedad.

Desde mi punto de vista, esta enfermedad estd muy estudiada hoy en dia y hay mucha
informacion en diversas fuentes cientificas como PubMed por lo que en este sentido ha sido
relativamente facil encontrar la informacién correspondiente para realizar una revision

completa de los distintos aspectos de la enfermedad dentro de los limites de espacio del trabajo.
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Uno de los puntos que me gustaria recalcar, es que he encontrado cierta controversia, sobre
todo en el apartado de métodos diagnosticos de la enfermedad. Aqui diferentes articulos e
investigaciones utilizaban distintos métodos. Desde mi punto de vista cada uno de ellos tiene
sus puntos fuertes y débiles, como he descrito anteriormente, pero creo que seria positivo
unificar criterios e intentar establecer un método estdndar que sea asequible en cualquier

laboratorio y asi poder obtener resultados més concretos.

Otro aspecto a tener en cuenta, es el apartado de medidas terapéuticas. Aqui también he
encontrado controversia sobre que tratamiento es el 6ptimo para reducir los niveles de SDF.
Uno de los tratamientos descritos es la administracion de antibidticos para evitar la infeccion y
la leucocitospermia evitando asi el aumento de ROS, pero esto segun estudios [18] no es del
todo recomendable por el hecho de la resistencia de las bacterias a los antibioticos por ello aqui
se estudia el efecto de otro tratamiento que no conlleva ese problema, el NTP. Sin embargo, el
tratamiento a corto plazo y que parece ser el estandar en la mayoria de los laboratorios de

reproduccion asistida es el aislamiento selectivo de espermatozoides.

8 CONCLUSIONES

Como conclusidn de este trabajo, destacar que a pesar de que se ha investigado mucho acerca
de esta enfermedad sigue habiendo un gran nimero de casos. Esto es en gran parte a la
desinformacion que hay entre los jovenes acerca de las causas de esta enfermedad y de la

repercusion negativa en su fertilidad.

La infertilidad masculina es una patologia que muestra una gran incidencia en la actualidad y
las previsiones es que dicha incidencia vaya aumentando progresivamente en los proximos
afios. Un porcentaje bastante elevado de la infertilidad masculina es debida a los efectos
deletéreos producidos por las especies reactivas de oxigeno (ROS) y estas producen, entre otros
efectos, niveles de fragmentacion elevados que pueden tener graves consecuencias tanto a la
hora de obtener un recién nacido vivo (fallos de fecundacion, fallos de implantacion, abortos

de repticion, ...) como en la salud del mismo.

Una gran parte de los pacientes presenta esta condicion debido a factores relacionados con el
estilo de vida como hemos visto en esta revision. Esto es algo que se podria cambiar en esta
sociedad mediante una buena estrategia de comunicacion ya sea por television o, mediante una

herramienta muy utilizada hoy en dia, las redes sociales.
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También, destacar que el hecho de ser diagnosticado con esta enfermedad y no poder tener hijos
de forma natural presenta un efecto psicolégico no solo en el varén sino también en su pareja.
Tener que recurrir a TRA y en determinadas ocasiones recurrir a donantes hace que el proceso

de tener hijos sea un camino duro emocionalmente para la pareja.

Por todo ello es necesario intentar informar a la poblacion de los efectos negativos de un estilo

de vida poco saludable.

Hay métodos terapéuticos novedosos y esperanzadores para aquellos pacientes con SDF que
quieren tener hijos de forma natural. Algunos de ellos se han comentado en esta revision como
el IMSI, PICSI, microscopia de luz polarizada o seleccion espermatica mediante sistemas de
microfluidos. Todos estos avances arrojan luz en aquellas parejas con factor masculino severo

que quieren tener un recién nacido vivo en casa.

Son muchos los estudios que en los Gltimos afos se han centrado en la fragmentacion del ADN
espermatico, tanto a nivel diagndstico (busqueda de los métodos méas eficaces para su
diagnostico) como a nivel de tratamiento (métodos de seleccion mas eficientes, tratamientos
farmacoldgicos o cambio en los estilos de vida). Hoy en dia no existe ningiin método concreto
de eleccién a la hora de afrontar dicha patologia y los métodos utilizados van a depender
fundamentalmente de la tecnologia disponible en cada unidad de medicina reproductiva por
ello considero necesario seguir investigando nuevos métodos asi como desarrollar ensayos
clinicos controlados y aleatorizados en busqueda de los métodos tanto diagndsticos como

terapéuticos que nos permitan afrontar con éxito dicha patologia.
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