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1. Introduccion

La esterilidad afecta aproximadamente a un 20% de las parejas que se
encuentran en edad reproductiva. Este fendbmeno parece afectar de la misma forma a
ambos sexos, de forma que en un 50% de los casos el factor masculino parece ser el
causante de la infertilidad (Cortés-Gutiérrez et al., 2007; Evenson et al., 2002).Para
poder determinar si el factor masculino es el involucrado en la situacion de infertilidad,
es necesario un analisis exhaustivo de las caracteristicas seminales del paciente. Para
llevar a cabo este estudio, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha establecido
una serie de parametros cuyo andlisis rutinario es fundamental en un laboratorio de
andrologia, a la vez que proporciona una descripcion detallada de los métodos y sus
limitaciones (Cooper et al., 2010). Entre estos parametros podemos destacar aquellos de
andlisis macroscopico, como el estudio del volumen de eyaculado, pH, color y
apariencia, viscosidad; y aquellos de estudio microscopico como concentracion
espermatica, motilidad, vitalidad y morfologia, entre otros. Para todas estas
caracteristicas se han establecido unos valores umbrales, tanto para el estudio cualitativo
como para el cuantitativo, que nos permiten estimar si una muestra entra dentro de los
valores de la normalidad o puede considerarse patologica. Sin embargo, en muchos
casos, un 15% de los pacientes con problemas de fertilidad presentan un seminograma
considerado como normal (Cortés-Gutiérrez et al., 2007). Por tanto, el estudio de éstas
caracteristicas no siempre es concluyente. Es necesario afiadir el estudio de otros
parametros como la evaluacion de la actividad enzimatica, la integridad del acrosoma o
de la membrana. A pesar de ello, ninguno de estos parametros puede ser considerado de
valor diagndstico absoluto y es necesaria la combinacion de todos ellos para poder

Ilegar a una conclusién.

Cuando utilizamos técnicas de reproduccion asistida (TRA), el proceso puede
hacerse mas complejo. La naturaleza proporciona de forma natural maltiples obstaculos,
de forma que solo el espermatozoide mas apto alcanza el ovocito y lo fecunda. Sin
embargo, cuando se realizan TRA, estos procesos de seleccion no estan presentes, y por
tanto, debemos simularlos nosotros. En estos casos, la calidad de la muestra requiere un
control méas delicado y mucho méas exigente en comparacion con la reproduccién

normal. Esta exigencia se debe a que en este tipo de situaciones se recurre a técnicas
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como la fertilizacion in vitro (FIV) o la microinyeccién citoplasmatica de
espermatozoides (ICSI), que conllevan manipulaciones técnicas especificas y por otra,
al simple hecho de que la necesidad de recurrir a esta clase de técnicas lleva implicito
que puede existir algun problema que interfiere con la concepcion normal (Check et al.,
2005).

En el proceso de fecundacion, es fundamental la integridad genética materna y
paterna para que el proceso tenga éxito. La transferencia de la molécula de DNA intacta
por parte del espermatozoide es crucial no solo para la fecundacion, sino también para
el posterior desarrollo del embridn y el feto (Cortés-Gutiérrez et al., 2007). La presencia
de defectos en el DNA, como fallos en la condensacién de la cromatina, anomalias en la
integridad del DNA o fragmentacion, que puede afectar a una sola cadena o a ambas, o
la presencia de anomalias cromosomicas, como aneuploidias o reordenaciones
gendmicas estructurales, pueden ocasionar problemas y se encuentran estrechamente

asociados con la infertilidad (Aravindan et al., 1997).

La cromatina espermatica es una estructura compacta, insoluble y altamente
organizada, que presenta una compactacion del DNA unas cinco veces superior al de las
células somaticas. Este DNA se organiza en bucles que son de un tamafio inferior a los
que se forman en las células somaticas, y que se generan gracias a las protaminas, un
tipo de nucleoproteinas que presentan una capacidad mucho mayor de compactacién
que las histonas. Las protaminas ademas, tienen la funcion de dar estabilidad a la
estructura mediante la formacion de puentes disulfuro entre ellas (Cortés-Gutiérrez et
al., 2007). Su naturaleza insoluble protege el material genético durante el transporte por
el tracto masculino y femenino. En comparacion con otras especies, la cromatina
espermatica humana es excepcionalmente variable entre cada espermatozoide y entre
cada paciente. Aunque los espermatozoides humanos suelen presentar una estructura de
la cromatina homogénea y densa, existe una proporcion considerable que puede mostrar
un aspecto grueso, granular o con vacuolas de diverso nimero y tamafio. Estas
variaciones pueden encontrarse en espermatozoides morfolégicamente normales y son
similares a las observadas en espermatidas tardias. Por lo tanto, la presencia de este tipo
de cromatina puede indicar inmadurez espermatica (Evenson et al., 2002). La
variabilidad en la estructura de la cromatina también se relaciona con el contenido en

protaminas. En funcion de la cantidad de estas nucleoproteinas presentes en la
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estructura, habra mayor o menor compactacion. En contraste con el toro, rata, carnero,
jabali y conejillo de indias, cuyos espermatozoides contienen solo un tipo de protamina
(P1), la cromatina espermatica humana incluye un segundo tipo de protamina, la P2.
Esta segunda protamina P2 tiene un menor nivel de grupos sulfidrilo libres disponibles
para generar enlaces disulfuro, lo que hace que la cromatina humana sea menos estable
(Jager et al., 1990). Ademés, P2 se sintetiza como un precursor, y cualquier
anormalidad en la escision proteolitica del precursor de P2 puede actuar como una
fuente adicional de heterogeneidad de la cromatina de esperma humano y la infertilidad
(Evenson et al., 2002).

La fragmentacion del DNA se define como la presencia de interrupciones en el
DNA presentes en cadena simple o cadena doble. Esta se presenta frecuentemente en
pacientes con problemas de fertilidad, y se ha comprobado que la proporcién de DNA
fragmentado es superior en pacientes infértiles que en varones con fertilidad probada.
Ademés, se ha encontrado en pacientes cuyo seminograma esta alterado mayor
porcentaje de dafio en el DNA que en aquellos pacientes con un seminograma normal.
(Cortés-Gutiéerrez et al., 2007). La fragmentacion es algo comun, que se presenta
frecuentemente en los varones en mayor o menor proporcion. Dependiendo del
porcentaje en el que se presente, dara lugar o no a problemas en la fertilidad.
Investigaciones independientes han demostrado que en aquellas parejas donde el
eyaculado del varon presenta un alto porcentaje de fragmentacién (entre el 30% vy el
40%) se observa un potencial muy bajo de fertilidad natural (Zini et al., 2001). Los
espermatozoides que presentan dafio en el DNA son capaces de fecundar el ovocito de
forma eficiente in vitro. En ciertos casos, el ovocito es capaz de reparar el dafio del
DNA del espermatozoide tras la fecundacion. Sin embargo, esto depende del tipo de
lesion de la molécula, la cantidad de fragmentacién que presenta y evidentemente, de la
calidad ovocitaria. En aquellos casos en que el ovocito no es capaz de reparar las
lesiones del material genético, la cuestion es queé tipo de efectos puede suponer para el
desarrollo del embrién, y en un futuro el del feto, la presencia de fragmentacion en el
DNA del espermatozoide (Sakkas and Alvarez, 2010).



1.1. Posible origen de los dafios en el DNA

El origen del dafio en el DNA espermaético no se conoce exactamente. Se trata de
un resultado cuya causa es multifactorial y en el que interviene una casuistica que alin
no se ha delimitado completamente. Se puede producir fragmentacion tanto del DNA
mitocondrial como del DNA nuclear, y puede ser provocada por seis mecanismos
distintos (Sakkas and Alvarez, 2010). Estos procesos pueden ocurrir durante la
espermatogénesis o el transporte espermatico (Figura 1).

Spermatogonia

Spermatocytes

Early spermatids

Elongated spermatids

Mature spermatozoa

(i) Apoptosis during spermatogenesis
(i) DNA strand breaks during spermiogenesis

iv) DNA fragmentation induced by endogenous
caspases and endonucleases;

(v) DNA damage induced by radio and
chemotherapy; and

(vi) DNA damage induced by environmental
toxicants.

(iii) Post-Testicular DNA
fragmentation via ROS

Figura 1: Posibles causas del dafio en el DNA espermatico (Sakkas and Alvarez, 2010).

El primer mecanismo implicado es la induccion de la apoptosis durante el
proceso de espermatogénesis. Las células de Sertoli son responsables de la induccion de
apoptosis en el 50% de las células germinales que se encuentran en la meiosis |
aproximadamente. Estas células entran en apoptosis por la via extrinseca (Fas y su
receptor) y deben ser fagocitadas por las células de Sertoli, ya que tienen algun tipo de
anomalia que las impide seguir con el proceso (Billig et al., 1996; Pentikainen et al.,
1999). En caso de que éste mecanismo falle, una parte de estas células germinales

defectuosas terminaran la meiosis y por lo tanto continuardn el mismo proceso de



remodelacion que el resto de espermatozoides. Ademas, segun Burello et al. (2004),
existe una disociacion entre calidad gendmica y morfologia, es decir, un espermatozoide
cuyo DNA estd dafiado y que deberia haber sido fagocitado puede tener morfologia
normal. De este modo, un espermatozoide morfolégicamente normal, no tiene
necesariamente por qué tener una calidad gendmica normal. Por otro lado, también se
ha demostrado que en pacientes oligospérmicos, la probabilidad de que un
espermatozoide con morfologia normal esté dafiado genéticamente es mucho mayor que

en pacientes normozoospérmicos (Burrello et al., 2004).

Otro aspecto muy importante en la espermatogénesis es el papel que
desempefian las gonadotropinas y la testosterona. El curso de un proceso normal de
espermatogénesis depende  de la secrecion por parte de la hipdfisis de las
gonadotropinas FSH y LH, y de la correcta secrecion testicular de testosterona. Fallos
en este sentido pueden provocar graves problemas no s6lo metabodlicos, sino también a
nivel de fragmentacion en el DNA espermatico. Se ha demostrado recientemente que
niveles muy altos de FSH y LH o muy bajos de las mismas estan directamente
relacionados con altos porcentajes de fragmentacion de DNA. Ademas, parece haber
una relacion negativa entre los niveles de testosterona y la fragmentacion del DNA
espermatico (Wdowiak et al., 2014).

El dafio en el DNA espermatico también puede producirse por alteraciones en la
remodelacion de la cromatina durante el proceso de espermiogénesis. Parece ser que el
empaquetado de la cromatina puede requerir actividad endonucleasa para que se lleve a
cabo de forma correcta la protaminacion, y alteraciones en el control de este proceso
podrian resultar en la presencia de anomalias en el empaquetamiento de la cromatina o
roturas en la hebra de DNA. La presencia de estas roturas en el material genético puede
ser indicativa de una maduracion incompleta durante la espermiogénesis (McPherson et
al., 1993; Sakkas et al., 2010).

En esta etapa de espermatogénesis, existen procesos de reparacion de DNA, pero
de forma limitada y sOlo durante ciertas etapas especificas. Estos mecanismos son
necesarios para reparar nicks inducidos y roturas de la cadena, de forma que
posteriormente pueda producirse una correcta remodelacion de la cromatina. Es muy

importante que los mecanismos de reparacion sean eficaces en este momento, ya que
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estos no se activan durante la condensacion nuclear en el epididimo (Leduc et al.,
2008), y la proxima oportunidad se presentaria tras la fertilizacion del ovocito,
esperando que éste sea capaz de reparar los dafios del DNA espermatico (Wright et al.,
2014).

Por otro lado, también puede producirse fragmentacion del DNA espermaético
post-testicular. Varios estudios muestran que los espermatozoides inmaduros, que
producen altos niveles de radicales libres (ROS), pueden inducir dafio en el DNA de los
espermatozoides maduros (Lopes et al., 1998; Shen et al., 2000). Esto es consistente
con el hecho de que la co-centrifugacién de espermatozoides inmaduros (que producen
altos niveles de ROS) con espermatozoides maduros da como resultado la induccion de
fragmentacion de ADN en los espermatozoides maduros, ya que bajo estas condiciones,
los espermatozoides maduros e inmaduros estdn en estrecho contacto. Ademas, las
celulas epiteliales del epididimo también podrian desempefiar un papel activo en el dafio
del ADN inducido por ROS, asi como los leucocitos circulantes (Twigg et al., 1998).
Aunque la vida media de los ROS es del orden de nanosegundos a microsegundos, los
espermatozoides se encuentran concentrados en el epididimo, lo que facilita el dafio al
DNA (Sakkas and Alvarez, 2010). El estrés oxidativo puede afectar a los componentes
celulares, en particular a los lipidos, proteinas y DNA. En fertilidad, los dos efectos
principales de los ROS son la peroxidacion lipidica y del DNA. El acido
docosahexapentanoico es un acido graso poliinsaturado predominante en la membrana
de espermatozoides inmaduros, y su cantidad se reduce durante la maduracion en el
epididimo. La presencia de este acido hace las membranas espermaticas especialmente
vulnerables a la peroxidacion lipidica, cuyos productos son mutagénicos y genotdxicos
para el DNA. Los ROS pueden dafar directamente el DNA por la generacion de
derivados oxidados como por ejemplo N6-etenoguanosina, procesos de nitracion y
desaminacion, que pueden dar lugar a sitios que desestabilizan la estructura del ADN y
causar roturas en una de las cadenas, o indirectamente, a través de la activacion de
caspasas (Wright et al., 2014). La peroxidacion lipidica y del DNA se ha relacionado
con el dafio en el DNA, detencion de la maduracion, la disminucion de la concentracion
de espermatozoides y la morfologia y , sobre todo , la movilidad , debido a alteraciones
en la membrana (Atig et al., 2012; Benedetti et al., 2012).



Los fallos post-testiculares juegan un papel especialmente importante en la
fragmentacion del ADN espermatico. Esto se fundamenta en hallazgos anteriores, donde
se indica que la fragmentacion es mayor en el epididimo y en el eyaculado en
comparacion con los espermatozoides testiculares (Ollero et al., 2001; Greco et al.,
2005).

En cuanto a factores externos, nos encontramos ante un campo muy amplio de
estudio. En este sentido, una posible causa de la fragmentacion del DNA espermatico es
la aplicacion de quimioterapia o radioterapia. Los tratamientos oncoldgicos afectan
negativamente a la fertilidad masculina, produciendo una reduccién en la produccion
espermatica debido a los efectos citotoxicos de la quimioterapia o radioterapia en el
epitelio testicular (Morris et al., 2002). Por otro lado, aungue ain se conoce poco sobre
la fragmentacion del DNA espermatico en pacientes con cancer, se ha demostrado que
la integridad del DNA y la compactacion del mismo se ven afectados en pacientes con
cancer testicular y linfoma de Hodgkin antes de la quimioterapia (O’Flaherty et al.,
2008), lo que quiere decir que al menos algunos tipos de cancer, per sé, son una causa

de fragmentacion de DNA.

Otra causa externa es el dafio producido por téxicos ambientales. Se ha
demostrado que existe una asociacion entre la exposicion a altos niveles de
contaminacion del aire y el aumento de los dafios del DNA espermatico en el ser
humano. Por ejemplo, se ha demostrado que aquellos hombres que carecen de forma
homozigotica de la glutation-S-transferasa M1 tienen mayor dificultad para metabolizar
y desintoxificar ciertos metabolitos cancerigenos reactivos, como los hidrocarburos
aromaticos policiclicos presentes en la contaminacion del aire (Rubes et al., 2007). En
consecuencia, estos varones son mas susceptibles a los efectos de la contaminacién
atmosférica sobre la cromatina espermética. Otros factores ambientales que pueden
afectar a la integridad del DNA es el uso de ciertos agentes tdxicos, como el carbaril
(Xia et al., 2005), la presencia de pesticidas como el diclorodifenildicloroetileno (p, p'-
DDE) o el Lindano (Pant et al., 2014), el uso de ciertos farmacos o el tabaquismo
(Fraga et al., 1996; Sepaniak et al., 2006).

Por otro lado, patologias como la presencia de episodios de fiebre alta,

inflamacion crénica (Allam et al., 2008), infecciones (Gallegos et al., 2008) o
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anomalias anatomicas tales como el varicocele (Smith et al., 2006), también se han
relacionado directamente con la presencia de dafios en el DNA. Del mismo modo, los
habitos de vida, como la dieta y el ejercicio, las prendas que utilicemos, que pueden
provocar una temperatura testicular elevada, y por supuesto la edad, estan relacionados

con la fragmentacion del DNA espermatico (Evgeni et al., 2014).

Los efectos perjudiciales de estos factores son posiblemente sinérgicos. Por
ejemplo, el fallo de algunos de los procesos que intervienen en la espermiogénesis,
como por ejemplo una pobre compactacion de la cromatina, puede producir
espermatozoides que pueden ser mas susceptibles al estrés oxidativo mas adelante
(Evgeni et al., 2014).

1.2. Efectos del dafio en el DNA y posibles soluciones

El dafio provocado en la cromatina espermatica puede afectar en varios niveles,
y de forma temprana en el desarrollo embrionario o tardia. Se relaciona con fallos de
implantacion y abortos de repeticion, y por lo tanto, con bajas tasas de natalidad. Los
efectos a nivel temprano implican fallos de fecundacion, o fallos a nivel de activacién
de la expresion del genoma embrionario (Tesarik et al., 2004). Estos efectos a veces son
evidentes incluso en la fase de cigoto (Tesarik et al., 2002). Por otro lado, los efectos a
nivel tardio afectan negativamente al desarrollo salud del embrion, del feto e incluso la
salud de la descendencia post-parto (Brinkworth, 2000). Ademas, se ha propuesto que
el efecto de este dafio puede asociarse a enfermedades que aparecen en la descendencia,
tales como infertilidad, cancer infantil o con enfermedades causadas por una impronta

gendmica anormal (Cortés-Gutiérrez et al., 2007).

La fragmentacion espermética también se ha relacionado con los parametros
principales estudiados en un seminograma, es decir, concentracion, motilidad y
morfologia. En humanos, se ha encontrado una estrecha relacion entre los parametros
seminales anormales y la presencia de altos porcentajes de fragmentacion en el DNA
espermatico. Se ha detectado un mayor porcentaje de fragmentacion en pacientes con
oligoastenoteratozoospermia (Irvine et al., 2000; Zini et al., 2001; Huang et al., 2005).
Por otro lado, Gandini et al. (2000), estudiando la relacion entre apoptosis y los
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parametros seminales, también demostraron que un incremento de la fragmentacion del
DNA estaba relacionado con una disminucién de la concentracion espermética y la
motilidad. Esta relacién también ha sido estudiada posteriormente por otros autores,
como Virro et al. (2004), Smit et al. (2007), o Evgeni et al. (2014), donde obtuvieron
una relacion directa negativa entre concentracion, motilidad y morfologia y el
porcentaje de fragmentacion de DNA de la muestra. Esta correlacion se observo
también entre la fragmentacion y la morfologia, donde los gametos que mostraban
roturas en su DNA presentaban cabezas pequefias y amorfas (Gandini et al., 2000; Cruz
et al., 2010). Sin embargo, existen otros estudios donde el dafio en el DNA no siempre
se relaciona con los pardmetros seminales, y s6lo un 30% de los varones con un
porcentaje de dafio superior al 27% presentaban astenozoospermia y/o oligozoospermia
(Larson-Cook et al., 2003). A pesar de que en la mayoria de los casos la fragmentacion
se relaciona con anomalias seminales, es muy importante destacar que el 8% de los
varones con pardmetros seminales normales (esterilidad de origen desconocida) también

presentan fragmentacion en su DNA (Morales et al., 2007).

La tasa de fertilizacion en estos casos muestra una relacion controvertida con el
porcentaje de fragmentacion. Algunos estudios no parecen relacionar ambos pardmetros
(Sakkas et al., 1996; Larson-Cook et al., 2003), sin embargo, otros autores demostraron
una correlacion negativa entre el porcentaje de dafios en el DNA espermatico vy la tasa
de fertilizacion tras la aplicacion de FIV o ICSI, donde un nivel de dafio elevado se
asociaba con una baja tasa de fertilizacion (Sun et al., 1997; Saleh et al., 2003). Virro et
al. (2004) determinaron la relacion entre los resultados de SCSA y los resultados de
FIV/ICSI. Las tasas de fertilizacion con FIV/ICSI no fueron estadisticamente
significativas entre grupos con alto y bajo porcentaje de fragmentacion. Por otro lado,
Henkel et al. (2004) tampoco encontraron correlacion entre dafios en el DNA y la tasa
de fertilizacion en ciclos de FIV/ICSI, por lo que no parece haber una relacién clara
entre ambos parametros y no se tiene muy en cuenta en el dia a dia de las clinicas de

reproduccion asistida.

Hasta la fecha, existe un numero limitado de estudios encaminados a estudiar los
posibles tratamientos para reducir dafios en el DNA espermatico, y ningun tratamiento
ha demostrado ser completamente eficaz. Por eso, son necesarios mas estudios para

poder descubrir un tratamiento exitoso y que permita mejorar la situacion de pacientes
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con un alto porcentaje de fragmentacion. Se ha propuesto la hormona foliculo
estimulante  (FSH) como un posible tratamiento en pacientes con
oligoastenoteratozoospermia idiopéatica (IOAT), por su papel importante en el proceso
de espermatogénesis. Parece ser que la administracion de esta hormona en este tipo de
pacientes induce un aumento en la tasa de embarazo, pero no afecta significativamente
al numero y motilidad de los espermatozoides, lo que sugiere que el tratamiento podria
mejorar otras funciones de los espermatozoides. Ademas, se ha visto que tras 90 dias de
tratamiento con FSHr, pacientes con IOAT mostraron una reduccion de los valores de

fragmentacion del DNA espermatico (Colacurci et al., 2012).

Otra posible solucion que se ha planteado es el uso de agentes antioxidantes para
mejorar la calidad de la integridad del DNA espermatico de pacientes con altos niveles
de fragmentacion, en un intento de disminuir la formacién de ROS y mejorar la
fertilidad. Se ha demostrado que el tratamiento con vitamina C y vitamina E durante dos
meses reduce el porcentaje de fragmentacion de DNA de los pacientes sometidos al
mismo en comparacion con aquellos que recibieron placebo (Greco et al., 2005). Sin
embargo, mas tarde el grupo de Ménézo et al. (2007) vieron un efecto contradictorio. El
tratamiento durante 90 dias con vitamina C y a-Tocoferol produjo una disminucion del
porcentaje de fragmentacion del DNA (-19,1%, P<0,001), lo que sugiere que al menos
una parte de la fragmentacion presente es producida por los ROS. Sin embargo, el
tratamiento también condujo a un efecto negativo inesperado: un aumento en la
descondensacion de los espermatozoides (22,8%, P<0,001) (Ménézo et al., 2007). Esto
puede deberse a la rotura de puentes disulfuro en las protaminas, o a la capacidad de las
vitaminas antioxidantes, especialmente de la vitamina C, de abrir las redes de cisteina.
Sea como fuere, este hecho podria interferir en la actividad del genoma paterno durante
el desarrollo preimplantacional. En conclusion, el uso de antioxidantes tiene un efecto
contradictorio y debe tenerse cuidado, eligiendo el mejor tipo de antioxidante para
mejorar la calidad de los espermatozoides. No debemos olvidar que aunque disminuya
el porcentaje de fragmentacion, la calidad de la compactacion de la cromatina también
es crucial para un correcto desarrollo. No se recomienda aplicar este tipo de tratamiento
en pacientes cuyo grado de descondensacidn de la cromatina es superior a un 20%, para
evitar alcanzar el valor critico de 28%. Por debajo de este valor, la relacion riesgo-
beneficio estd a favor de la aplicacion de un tratamiento antioxidante (Ménézo et al.,
2007).
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Dentro de este campo, tambiéen se ha estudiado el efecto del tratamiento in vitro
con zinc, D-aspartato y coenzima Q10 (CoQ10), con el fin de proteger las muestras
seminales del dafio al DNA. Los espermatozoides son especialmente vulnerables al
estrés oxidativo causado por el desequilibrio en la cantidad de ROS, de forma que una
concentracion por encima o por debajo de la necesaria puede provocar dafios en el DNA
espermatico. La principal fuente de ROS son los leucocitos presentes en el tracto
reproductor masculino y los espermatozoides anormales, y el aparato reproductor
contiene una completa gama de moléculas antioxidantes, enzimaticas y no enzimaticos
(tales como las vitaminas C y E, acido folico, zinc, selenio, carnitina y carotenoides)
que acttan controlando la cantidad de ROS y protegen a los espermatozoides de las
altas concentraciones de los mismos (Talevi et al., 2013). En este estudio, aplicaron una
formulacién nutraceltica, combinacion de antioxidantes y micronutrientes compuesta
por zinc, D-aspartato y CoQ10, desarrollada por Merck Serono, para ver su efecto
protector sobre el semen. El zinc es un cofactor para metaloenzimas que participan en la
transcripcion del DNA vy la sintesis de proteinas, y también tiene propiedades anti-
apoptoticas y antioxidantes (Ebisch et al., 2007). EI D-aspartato es un aminoacido
enddgeno que se encuentra en el sistema nervioso y el sistema endocrino de diversas
especies animales. Se han encontrado altas concentraciones de D-aspartato en las
células de Leydig, en el liquido testicular y en los espermatozoides del epididimo de
raton (D’ Aniello et al., 1996; Nagata et al.,1999), y la concentracion de D-aspartato en
el plasma seminal y en los espermatozoides humanos se encuentra reducida
significativamente en pacientes oligoastenoteratozoospérmicos (D’ Aniello et al., 2005).
Finalmente, el CoQ10 es un componente de la cadena respiratoria mitocondrial, con
poder antioxidante. La biosintesis de la CoQ10 es altamente activa en testiculo, y se han
detectado altos niveles de su forma reducida, el ubiquinol, en los espermatozoides, lo
que sugiere un papel protector como antioxidante (Talevi et al., 2013). Se ha visto que
existe una disminucion de los niveles de CoQ10 y su forma reducida en el plasma
seminal y espermatozoides de hombres con infertilidad idiopatica y astenozoospermia
asociada a varicocele (Balercia et al., 2002) y, ademas, la administracién exogena de
CoQ10 parece mostrar una mejora en la motilidad de los espermatozoides (Balercia et
al., 2009). Tras el estudio, vieron que el tratamiento in vitro con zinc, D-aspartato y
CoQ10 tiene un efecto protector directo, mejorando la motilidad espermatica, y

disminuyendo la peroxidacion lipidica y la fragmentacion del DNA. Esto indica que su
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administracion puede mejorar la situacion de pacientes con grandes porcentajes de

fragmentacion (Talevi et al., 2013).

Por otro lado, otra posible causa de dafio en el DNA espermatico es el
varicocele. Este se asocia con altos niveles de fragmentacién en el DNA de los
espermatozoides debido posiblemente al estrés oxidativo. Se ha propuesto que una
posible solucion a este problema es la varicocelectomia, ya que después de someter a
los pacientes a la misma, muestran una mejoria en la concentracion, movilidad y
morfologia espermatica, asi como una disminucion en el porcentaje de fragmentacion
del DNA (media preoperatoria de 42,6% a 20,5%, p<0,001). Por lo tanto, estos datos
sugieren que la varicocelectomia puede mejorar varios pardmetros del semen y los
dafios en el DNA espermatico en hombres infértiles con varicocele (Kadioglu et al.,
2014).

Recientemente, un grupo de investigadores han indicado que otra de las posibles
soluciones parece radicar en modificar el tiempo de abstinencia sexual (Pons et al.,
2013). A pesar de que se recomienda un periodo de abstinencia de 2 a 7 dias antes de la
recogida de la muestra espermatica (Cooper et al., 2010), algunos autores han sugerido
que 1 dia de abstinencia podria conducir a la obtencion de muestras seminales de mejor
calidad. Levitas et al. (2005) evaluaron la relacion entre la duracién de la abstinencia
sexual y diversos parametros de calidad seminal en 9489 muestras de semen de 6.008
pacientes. Llegaron a la conclusion de que las mejores muestras seminales en pacientes
con factor masculino se obtuvieron tras un dia de abstinencia (Levitas et al., 2005).
Siguiendo este principio, se ha intentado reducir el porcentaje de fragmentacion en el
DNA reduciendo los dias de abstinencia a uno. Los resultados mostraron una
disminucion en la fragmentacion del DNA espermatico reduciendo los dias de
abstinencia, lo que indica que un periodo de abstinencia sexual de un dia puede ser un
método simple, barato y efectivo de reducir la fragmentacion del DNA espermatico
(Pons et al., 2013).

En cuanto a los habitos de vida, parece ser que podemos mejorar la calidad de la
cromatina y disminuir el dafio al DNA dejando de fumar, llevando una dieta sana,
complementada con antioxidantes, y haciendo deporte. Sin embargo, como ya se ha

comentado anteriormente, este campo es muy amplio, ningun tratamiento ha
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demostrado ser completamente eficaz y existe un numero limitado de estudios
encaminados al descubrimiento de posibles tratamientos para reducir dafios en el DNA
espermatico. Son necesarios méas estudios para poder descubrir un tratamiento eficaz
que logre reducir los porcentajes de fragmentacion del DNA en aquellos pacientes con
problemas de fertilidad (Cortés-Gutiérrez et al., 2007).

1.3. Aplicacion clinica y técnicas disponibles

Debido a la incapacidad de los parametros medidos de forma rutinaria en el
laboratorio de andrologia, como la morfologia, concentracion o motilidad, de predecir la
fragmentacion espermatica, es fundamental disponer de técnicas capaces de dar una
aproximacion sobre la calidad y la integridad de la cromatina espermética. La evidencia
creciente de que existe fragmentacion en el DNA de espermatozoides morfologicamente
normales, y los posibles efectos adversos que puede provocar hace de vital importancia
su estudio. Estas técnicas, aparte de proporcionarnos informacion sobre la integridad de
la cromatina espermaética del paciente, nos permiten predecir la probabilidad de éxito
antes de aplicar la TRA. Los avances en la preparacion de las muestras, asi como la
capacidad de prediccion resultante de la evaluacion cuantitativa de la estructura de la
cromatina espermatica podrian ser el proximo gran avance en la asistencia a parejas con

problemas de fertilidad. (Evenson el al., 2002).
1.3.1. Técnicas de tincion

La primera técnica utilizada fue el uso de agentes intercalantes de DNA,
flurocromos y tinciones. La cromatina espermatica normal se une unas 5 veces peor a
éstas moléculas en relacion al DNA de las espermatidas, debido a la estructura mas
compacta e insoluble. Las técnicas de tincion més utilizadas son el azul de anilina y la
cromomicina A3 (CMAS3), que se han utilizado principalmente para medir anomalias
en la condensacién de la cromatina. El potencial del uso de estas técnicas radica en su
capacidad de identificar una condensacion anormal de la cromatina en espermatozoides

morfologicamente normales y anormales (Hofmann et al., 1991).
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El azul de anilina tifie selectivamente las histonas ricas en lisina. Se encontraron
altos porcentajes de espermatozoides tefildos con azul de anilina en pacientes con
teratozoospermia severa (Franken et al., 1999), astenozoospermia, Vvaricocele,
infertilidad idiopatica, o criptorquidia. (Evenson el al., 2002). La tincion con azul de
anilina se ha relacionado con el éxito de la FIV, sin embargo, esta relacion no puede
basarse sdlo en la evaluacion de la condensacion de la cromatina. La relacion con el
éxito de la FIV puede ser que la tincion con este colorante indica fallos en la
condensacion, indicativos de una maduracion anémala en el epididimo y que puede
relacionarse por otro lado con anomalias funcionales en los espermatozoides. Estas
anomalias funcionales pueden incluir fallos en la motilidad progresiva y reaccion del
acrosoma, incapacidad para unirse a la zona pellcida o una morfologia anormal, que
provocarian un fracaso en la FIV. Estas anormalidades funcionales, y no las anomalias
en la condensacion de la cromatina, serian las causantes de estos fallos en la
fecundacién in vitro. La ICSI no tendria en cuenta estas anomalias funcionales, ya que
inyectamos el espermatozoide directamente en el ovocito. Por todo esto, la tincion con
azul de anilina queda limitada a la evaluacion de la madurez espermatica asociada con
anormalidades funcionales, que pueden conducir a una disminucion en las tasas de

fertilizacion después de la fecundacion in vitro.

La cromomicina A3 (CMAZ3) es un fluorocromo especifico para secuencias ricas
en GC que compite con las protaminas en su union al DNA. Por lo tanto, la tincidn con
CMAZ3 representa una herramienta Gtil para evaluar la calidad de la compactacion de la
cromatina y darnos informacion indirectamente sobre la cantidad de protaminacion.
(Manicardi et al., 1995). La tincion con CMAZ3 se relaciona con un recuento bajo de
espermatozoides, morfologia anormal y bajas tasas de fertilizacion in vitro (Evenson el
al., 2002). Aunque la tincion CMA3 se asocia con morfologia anormal, un 58% de las
muestras de semen de pacientes tratados SUZI mostré morfologia normal y tincién con
CMAZ (Bianchi et al., 1996), lo que indica que un alto porcentaje de espermatozoides
morfolégicamente normales puede presentar anomalias en la estructura de la cromatina.
Como se ha comentado anteriormente, esta técnica de tincion esta limitada al estudio de
anormalidades en la compactacion de la cromatina, sin embargo, ha conseguido
relacionarse con la fragmentacion del DNA, la fertilizacion y el posterior desarrollo
embrionario, apreciandose que la fragmentacion es mas frecuente en aquellos

espermatozoides deficientes en protaminas (Mohammad et al., 2005).
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1.3.2. Metodologias modernas

Debido a las limitaciones que presentan las técnicas de tincion y con el fin de
poder identificar defectos mas sutiles en el DNA y en la integridad de la cromatina, han
aparecido diferentes técnicas que nos permiten detectar espermatozoides viables y nos
proporcionan valores umbrales tiles para la infertilidad masculina. Estas técnicas

pueden dividirse en dos grupos:

1.- Metodologias basadas en el marcaje de roturas (nicks) en la hebra de DNA, en
una o las dos hebras. Dentro de este grupo se incluyen la técnica TUNEL
(Terminal dUTP Nick-End Labeling) o el In Situ Nick Translation (ISNT).

2.- Técnicas que miden la desnaturalizacion de la cromatina espermatica frente a
la exposicion a distintos tratamientos. Dentro de estas técnicas podemos destacar
el ensayo COMET, el SCD (Sperm Chromatin Dispersion), el DNA Breakage
Detection-Fluorescence In Situ Hybridization (DBD-FISH), una metodologia que
utiliza la hibridacion in situ de acidos nucléicos, y el SCSA (Sperm Chromatin
Structure Assay), técnica utilizada por el equipo del Dr. Felipe Martinez Pastor y
que es sobre la que se basa este trabajo.

En las Tablas 1 y 2 se muestra un resumen de las metodologias utilizadas para
evaluar alteraciones en el DNA de espermatozoides, asi como de algunas de sus
ventajas e inconvenientes en relacién con la aplicacion clinica de rutina (Cortés-
Gutiérrez et al., 2007).

Tabla 1: Resumen de las metodologias basadas en el marcaje de roturas (nicks) del DNA (Cortés-
Gutiérrez et al., 2007).

Método  Instrumental Ventajas Desventajas Utilidad clinica
TUNEL Microscopio Cumple con pardmetros  Equipo Fertilidad masculina.
Fluorescencia. de control de calidad. sofisticadoy  Reproduccion asistida.
Citometria de flujo. COstoso. Pérdidas fetales.
ISNT Microscopio Reaccion de marcaje Equipo Fertilidad masculina.
Fluorescencia. directo. sofisticado y
Citometria de flujo. cost0so.
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Tabla 2: Resumen de las metodologias basadas en medir la desnaturalizacién de la cromatina espermatica

frente a la exposicion a distintos tratamientos (Cortés-Gutiérrez et al., 2007).

Método Instrumental Ventajas Desventajas Utilidad clinica
COMET Microscopio Bajo costo Lento de ejecucion.  Fertilidad masculina.
Fluorescencia. Requiere Reproduccién
observador con asistida.
experiencia. Criopreservacion de
esperma.
SCD Microscopio Anélisis simple de  Aun no AUn no determinada.
Fluorescencia. resultados. determinada. ¢Varicocele?
Microscopio de
campo claro.
DBD-FISH Microscopio Bajo costo. Procedimiento AUn no determinada.
Fluorescencia. Revela sofisticado y
modificaciones costoso.
estructurales de la
cromatina.
TUNEL

Dentro del primer grupo, nos encontramos con el Ensayo TUNEL (Terminal
dUTP Nick-End Labeling). Este consiste en la incorporacién in situ de nucleétidos
marcados en los extremos 3’OH libres de las hebras de DNA, que corresponderan con
roturas en la misma. Los nucle6tidos, en este caso deoxiuridina trifosfato (dUTP),
pueden ir marcados con un fluoroforo, biotina o digoxigenina, o contar con alguna
modificacion como la adicién de un sustituyente de bromo (Br-dUTP), y son
incorporados gracias a la accion de una transferasa terminal (desoxinucleotidil
transferasa, TdT). Después, los nucleétidos marcados se detectan mediante histoquimica
en caso de marcaje con biotina o digoxigenina, directamente si se marcan con un
fluoréforo, o con la ayuda de un anticuerpo especifico (anti-Br-dUTP) que llevara
marcaje fluorescente o que sera reconocido por un segundo anticuerpo marcado. La
sefial de marcaje puede estudiarse por microscopia de campo claro (histoquimica), por
microscopia de fluorescencia o por citometria de flujo. En funcién de la cantidad de
nicks que presente el espermatozoide en su DNA, veremos mas o menos sefial de
marcado (Evenson el al.,, 2002). Sin embargo, el estudio por microscopia de
fluorescencia es lento, existe variabilidad intra e interobservador y es subjetivo, por lo

que el andlisis con citometria de flujo es una opcién mas rapida y objetiva. El citdmetro
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es una herramienta capaz de analizar individualmente cada célula y separarlas entre si
formando pequefas subpoblaciones en funcion de la intensidad de fluorescencia que
generan. Para ésta técnica, aquellos espermatozoides con mayor porcentaje de
fragmentacion mostrardn una mayor intensidad de fluorescencia, y formaran una
pequefia poblacion completamente diferenciada de aquellas formadas por los
espermatozoides con menor fragmentacién o sin fragmentacion. La técnica ha tenido
una buena aceptacion, pero su uso no se aplica en la rutina diaria debido a que costosa,
requiere un equipo sofisticado para su analisis (en caso de ser analizado por citometria
de flujo) y requiere de personal especializado experto en el manejo de estos equipos
(Cortés-Gutiérrez et al., 2007).

In Situ Nick Translation (ISNT)

La otra técnica para el marcaje directo de roturas es el In Situ Nick Translation
(ISNT). Se trata de un procedimiento muy similar al TUNEL, donde nucleétidos de
dTUP marcados con un fluoréforo, biotina o digoxigenina, son incorporados al DNA,
con la diferencia de que dicha incorporacion es realizada por la actividad exonucleasa
de la DNA-polimerasa I, que utiliza la cadena complementaria como molde. Para
evaluar los resultados es necesario el uso de microscopia de campo claro, de
fluorescencia, o también es posible hacerlo de forma mas rapida por citometria de flujo,
de forma similar al método TUNEL. Independientemente de la técnica que utilicemos
para la evaluacion, el ISNT nos permite cuantificar las roturas presentes en el DNA en
funcion de la intensidad de sefial producida. Esta técnica se ha utilizado en el estudio de
la presencia de anomalias originadas durante la remodelacion de la cromatina del
espermatozoide (Gorczyca et al., 1993). Desde el punto de vista practico, esta técnica
tendria las mismas ventajas e inconvenientes que la técnica TUNEL, pero no existe
disponible de modo comercial para su aplicacion directa por lo que no es una técnica

rutinaria en clinica.

COMET

En el segundo grupo de tecnicas, nos encontramos con aquellas basadas en
medir la capacidad de desnaturalizacién de la cromatina espermatica. Desde que Calvin

y Bedford (1971) mostraron la importancia de los puentes disulfuro en la compactacién
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de la cromatina espermatica, el analisis de la estructura de la cromatina espermatica ha
sufrido una gran evolucion. La rotura de estos puentes disulfuro mediante agentes
reductores y la eliminacion de las proteinas presentes con el uso de soluciones
especificas de lisis generan la relajacion de los bucles de DNA y su descondensacion.
Basandose en este principio, aparecio la técnica COMET. Se introdujo por primera vez
en 1984 por Ostling y Johanson como una técnica para la visualizacion
microelectroforética del dafio en el DNA en células individuales (Ostling and Johanson,
1984). Esta técnica es realmente una adaptacion de la electroforesis comun, basada en
que el DNA de un nucleo desproteinizado que contenga roturas en sus hebras migrara
mas hacia el polo positivo cuando sea sometido a un campo eléctrico (Aravindan et al.,
1997). El proceso consiste en preparar un microgel de agarosa, e incluir la muestra en su
interior. La mezcla, situada sobre un portaobjetos, es desnaturalizada y posteriormente
se somete a una solucidn de lisis que contiene DTT (ditiotreitol), un agente reductor de
grupos sulfidrilo. Este agente rompe los enlaces disulfuro presentes en las protaminas,
provocando la descondensacion de la cromatina. El gel con la muestra se somete a
electroforesis, y tras la misma, se tifie con un colorante de union al DNA del tipo DAPI
(4,6 diamidino-2-phenylindole), IP (ioduro de propidio) o SYBR-Green. EI DNA se
desplaza generando una imagen similar a la de un cometa, de ahi su nombre. Aquellos
espermatozoides cuyo DNA carezca de roturas, apenas producen colas de cometa,
mientras que aquellos nucleos que tienen su DNA dafiado muestran un claro
desplazamiento de los multiples fragmentos de DNA. Los resultados pueden analizarse
de forma visual (dependiendo del colorante serd necesario el uso de luz UV, que
conlleva la aplicacion de precauciones para evitar dafio en el observador), y aunque este
método carece de la sofisticacion de los sistemas de analisis de imagen, ha sido
utilizado con cierto éxito. El analisis con técnicas de imagen ha mejorado la sensibilidad
de las medidas, lo que ha permitido distinguir entre las subpoblaciones que presentan
sutiles variaciones, y ademas permite determinar el total de fluorescencia que presenta
el espermatozoide, que se equipara con el contenido de ADN en el nucleo y en la cola
(Fairbairn et al., 1995).

La desnaturalizacion en la tecnica COMET puede llevarse a cabo en condiciones
alcalinas (pH>10). En este caso, pueden identificarse roturas de DNA de cadena doble y
cadena sencilla, lo que permite detectar dafios en el DNA mas sutiles. El pH alto facilita

la desnaturalizacion y el desenrollado de la cromatina, de forma que permite la
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visualizacion de roturas de cadena simple y roturas que s6lo se manifiestan tras la
exposicion al alcali. Por otro lado, el ensayo puede hacerse en condiciones neutras,
siendo entonces sensible a la presencia de roturas de doble cadena en el DNA y sélo a
una pequefia proporcién de roturas de cadena simple, hecho que se debe a que a pH<9
no se produce desnaturalizacion del DNA. Este tipo de variacion de la técnica parece ser
mas util en la identificacion del dafio en el DNA relacionado con la infertilidad
(Fairbairn et al., 1995). Esta técnica se aplica de forma rutinaria en investigacion, sin
embargo, no ocurre de la misma forma en la rutina de un laboratorio de andrologia. Esto
se debe a que requiere del uso de material especifico, como fuentes de electroforesis,
requiere de la presencia de personal cualificado o de un programa de andlisis de imagen
especifico para la interpretacion de los resultados, y sobre todo, tiempo (en preparar
todo el proceso pueden tardarse varias horas, y es necesario contar un minimo de 400
espermatozoides para poder tener un resultado fiable) (Cortés-Gutiérrez et al., 2007). A
pesar de esto, se ha demostrado que el ensayo COMET proporciona medidas mas
exactas sobre el dafio en el DNA que la técnica ISNT si se aplica una descondensacion
previa de la cromatina (Irvine et al., 2000). Este mayor nivel de sensibilidad y precision
indica que en caso de que las metodologias disponibles se optimizasen, los parametros
obtenidos por la técnica COMET podrian ser relacionados con el éxito de las TRA
(Evenson el al., 2002).

Sperm Chromatin Dispersion (SCD)

El test SCD (Sperm Chromatin Dispersion) se basa en el mismo principio que la
técnica COMET, es decir, disponiendo los espermatozoides en un microgel de agarosa,
sin embargo, no se lleva a cabo electroforesis, lo que facilita y simplifica el proceso. La
muestra se mezcla con agarosa de bajo punto de fusion, y se deja solidificar sobre un
portaobjetos. Después, se introduce en una soluciéon de desnaturalizacion acida, para
pasar después a la solucion de lisis, que contiene DTT. Finalmente se lava en tampén
EDTA, se deshidrata y se deja secar. Los espermatozoides se tifien con DAPI y se
pueden observar con microscopia de fluorescencia, o pueden tefiirse con el kit Diff-
Quik para microscopia de campo claro. Tras el tratamiento, la cromatina espermatica
forma una serie de halos alrededor de la cabeza del espermatozoide (Figura 2).
Aquellos que presenten fragmentacion en su DNA no son capaces de formar bucles de

DNA, observandose halos muy reducidos o ausentes. Por el contrario, aquellos los
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espermatozoides cuyo DNA esté intacto y no presenten fragmentacion, mostraran halos
de gran tamafio alrededor de la cabeza del espermatozoide (Ferndndez et al., 2003).
Analizando el tamafio de los halos podemos determinar la proporcién de fragmentacion
en la muestra de espermatozoides (Fernandez et al., 2005). También es posible
actualmente realizar el estudio de la muestra de forma automatizada, mediante

programas de anélisis de imagen (Cortés-Gutiérrez et al., 2007).

En comparacion con el COMET, la ventaja mas importante de esta técnica es que
determinar los resultados no implica determinar la cantidad de color o de fluorescencia,
esta comercializado en forma de kit (Halosperm® de Halotech DNA®) y se trata de una
observacion facil de llevar a cabo por un operario previamente preparado, ya que la
imagen que produce es clara en la mayoria de los casos. Ademas, solo requiere un
microscopio de campo claro en su modalidad mas sencilla. Dada su sencillez, se ha
propuesto que la técnica SCD puede ser potencialmente utilizada como prueba de rutina
en el estudio de fragmentacion de DNA espermatico en los laboratorios basicos de
andrologia. Las principales desventajas son que el operario puede tardar mas de una
hora en preparar las muestras (incubacion, pipeteo, solidificacion de la agarosa, etc.), es
necesario analizar unos 500 espermatozoides para poder tener una vision generalizada
de la muestra, lo que conlleva un tiempo del que quizas no dispongan los operarios, y
gue aln no existen muchos estudios por lo que no se tienen claros los puntos de corte

para considerar una muestra problematica o no (Cortés-Gutiérrez et al., 2007).
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Figura 2: Visualizacion de la integridad del DNA mediante el test SCD (Sperm Chromatin Dispersion)

y visualizacion en microscopia de campo claro (a-e; tincién: colorante de Wright) y microscopia de
fluorescencia (a’-e”: tincion SYBR-Green). Mientras que los espermatozoides etiquetados como a y b,
tienen su DNA integro, el resto presentan DNA fragmentado (ver DBD-FISH) (Cortés-Gutiérrez et al.,
2007).
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DNA Breakage Detection-Fluorescence In Situ Hybridization (DBD-FISH)

Otra técnica muy similar a las anteriores es el DNA Breakage Detection-
Fluorescence In Situ Hybridization (DBD-FISH), un método que nos permite la
deteccion in situ y cuantificacion de roturas en secuencias especificas del DNA en
células individuales. Se basa en la existencia de ciertas soluciones alcalinas, capaces de
provocar desnaturalizacion en ciertos lugares sensibles del DNA o a partir de extremos
3’0OH libres de roturas de hebra doble o simple. Después de la desnaturalizacion, se
eliminan las proteinas de la misma forma que en las técnicas anteriores, y el DNA de
cadena sencilla que ha quedado libre queda disponible para hibridar con una sonda de
DNA marcada, por ejemplo, con DAPI. A mayor cantidad de fragmentacién, mayor
intensidad de marcaje mostrara la cabeza del espermatozoide (Fernandez et al., 2000).
Las sondas pueden hibridar con regiones especificas o0 pueden ser sondas generales para
el genoma completo. Para analizar los resultados de la aplicacion de la técnica, se
utilizan los mismos sistemas que para las técnicas de TUNEL o ISNT, es decir, puede
estudiarse por microscopia de fluorescencia o por citometria de flujo. Como ya se ha
comentado anteriormente, el estudio por microscopia de fluorescencia es lento, y existe
la posibilidad de variabilidad intra e interobservador, lo que hace cada vez més
necesaria la aplicacion de la citometria de flujo para analizar de forma rapida y segura
los resultados de tales técnicas. La DBD-FISH es una técnica fundamentalmente
utilizada en la investigacidn, donde tiene un gran interés ya que es la Unica técnica
disponible para evaluar el dafio de célula en célula, in situ, en secuencias especificas de
DNA (Cortés-Gutiérrez et al., 2007). Su aplicacién rutinaria se ve dificultada por la
necesidad de equipamiento especifico y personal cualificado para la interpretacion de

resultados y manejo del sistema con el que se analicen.
1.4. Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)

Finalmente, nos encontramos con la técnica Sperm Chromatin Structure Assay
(SCSA), creada y patentada por Donald Evenson et al. en el afio 1980 (Evenson et al.,
1980). Se ha utilizado en gran cantidad de especies, entre las que destacan el toro
(Ballachey et al., 1987; Ballachey et al., 1988; Evenson, 1999), verraco (Evenson et al.,
1994), gato doméstico (Penfold et al., 2003) y, principalmente, humano. Con los datos
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obtenidos de los analisis de muestras de humano, toro y algunos otros mamiferos se han
ido establecido una serie de valores de referencia y umbrales predictivos de infertilidad.
Se ha visto que la fertilidad in vivo disminuye progresivamente cuando mas de un 20%
de los espermatozoides muestran dafios en el DNA, y se hace practicamente cero
cuando maés del 40% de la poblacion presenta dafios (Spano et al., 2000). Otros autores
han visto que si aproximadamente méas del 30% de los espermatozoides muestra dafio en
el DNA, la fertilizacion tanto in vivo como in vitro es propensa a fallar (Evenson et al.,
1999; Evenson and Wixon, 2006). Se podria pensar que con un porcentaje de dafio en el
DNA entre el 20% y el 40%, el resto de los espermatozoides, estarian intactos. Sin
embargo, estas muestras no dan lugar a un desarrollo embrionario normal segin la
mayoria de los datos obtenidos. Esto puede deberse a
que es posible que el dafio detectable s6lo represente
la “punta del iceberg” y que exista un dafio oculto en
la mayoria de los espermatozoides que dan negativo
en la prueba, o a que la fragmentacion del ADN
espermatico  esté  asociada con  anomalias
cromosomicas (aneuploidias). Las aneuploidias
durante la maduracién espermatica pueden dar lugar a
una fragmentacion del DNA como un mecanismo
desarrollado para inactivar el espermatozoide

genéticamente defectuoso, o bien puede suceder que

Figura 3: Union del Naranja de durante la recombinacion genética la existencia de
Acridina al DNA y fluorescencia  roturas en el ADN dé lugar a aneuploidias (Morales

tras su excitacion. et al., 2007).

De forma rutinaria, las clinicas analizan principalmente la concentracion,
movilidad y morfologia, ya que realizar técnicas como el SCD u otras explicadas con
anterioridad requiere de un tiempo del que quizas no disponen y que son muy subjetivas
en comparacién con el SCSA. No obstante, la decision de utilizar un citometro de flujo
es también compleja, ya que habria que aportar una inversién en equipos y personal
cualificado. En aquellos centros donde se aplican técnicas para estudiar la integridad del
DNA del espermatozoide, como la comercializada con el nombre Halosperm® de
Halotech DNA® basada en el SCD, el analisis de los resultados se hace bajo el

microscopio, contando entre 300 y 500 espermatozoides por muestra. Esto requiere de
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tiempo, no sélo para analizar los resultados, sino también en la preparacion de las
muestras para su estudio. Con la técnica SCSA pueden utilizarse muestras en fresco o
que hayan sido congeladas y descongeladas, y gracias a la tecnologia de la citometria de
flujo analizar entre 5.000 y 10.000 células en menos de 5 minutos (Evenson et al.,
2002). Esta técnica rapida y fiable permite conocer la integridad del DNA de los
espermatozoides de la muestra antes de realizar cualquier TRA con ella, o que puede
guiarnos hacia un tipo de técnica u otra, o decidir si una muestra puede ser congelada o

no, en funcion de la calidad de su cromatina (Evenson and Jost, 2000).

Actualmente, el SCSA se viene considerando como el referente para el analisis
de la fragmentacion del DNA en el espermatozoide, y se trata de un ensayo muy
repetible cuya finalidad es medir la susceptibilidad del DNA a la desnaturalizacién in
situ tras ser sometido a un tratamiento de pH acido que potencialmente induce la
desnaturalizacion (Evenson and Jost, 2000). La técnica realmente es una adaptacién del
procedimiento original disefiado por Darzynkiewicz et al. (Darzynkiewicz et al., 1975)
para medir la cantidad de DNA y RNA en células somaticas utilizando como
fluorocromo el naranja de acridina. Aplicando este principio al SCSA, cabria pensar que
la sefial producida por el RNA podria afectar a los resultados. Sin embargo, las
cantidades de RNA presentes en el espermatozoide son minimas, por lo que no
interfieren en los datos obtenidos del SCSA (Evenson and Jost, 2000). La segunda parte
de la metodologia se fundamenta en las caracteristicas metacromaticas del naranja de
acridina. Este fluorocromo tiene la capacidad de intercalarse entre las dos cadenas de
DNA v, al ser excitado, emite color verde, pero que presenta emision en color rojo-
anaranjado si se incorpora al DNA de cadena sencilla (Figura 3). Esto indica que
aquellos espermatozoides que presenten fragmentacion de DNA mostraran mayor
emision rojo-anaranjado que los espermatozoides con DNA intacto. Las células asi
teflidas se someten a citometria de flujo para discriminar entre ambos tipos de color.
También es posible analizar el resultado de la preparacion por microscopia de
fluorescencia, pero el mayor problema de esto es la subjetividad del observador en el
momento de discriminar entre la emision del color verde y el naranja de este
fluorocromo, dado que existe toda una serie de colores intermedios que probablemente
se relacionan con una sensibilidad diferencial a la desnaturalizacion de los distintos
espermatozoides. Ademas los resultados obtenidos por microscopia no parecen muy

reproducibles (Cortés-Gutiérrez et al., 2007).
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1.4.1. Variables obtenidas del analisis por SCSA

Los resultados que nos muestra el citbmetro son parecidos a los de la Figura 4.
Es muy importante comprender cada una de las variables para el uso de todo el

potencial de este protocolo.
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Figura 4: Ejemplos de gréaficos de puntos FL3-H vs. FL1-H. Izquierda: FL3-H representa el DNA
fragmentado (fluorescencia roja) y FL1-H representa el DNA estable (fluorescencia verde). Centro:
citograma donde en el eje X se representa el DFI (DNA Fragmentation Index, fluorescencia roja con
respecto a la fluorescencia total), y en el eje Y se muestra la fluorescencia total (roja y verde). En la
derecha, vemos el histograma de DFI, con cada una de las subpoblaciones. (a) Las graficas superiores se
corresponden con una muestra con buena condicion de la cromatina. (b) Las gréficas inferiores
corresponden con una muestra con mala condicion de la cromatina. Se aprecia el origen de varios
pardmetros: %DFI (%DFIm + %DFIh), %DFIm (Moderate), %DFIh (High) y %HDS (High DNA
Stainability). (Evenson et al., 2002).
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El grado de desnaturalizacion del DNA se cuantifica por el parametro DFI
(DNA Fragmentation Index), que es el resultado de la fluorescencia roja dividida entre
la fluorescencia roja y verde (fluorescencia total) (Darzynkiewicz et al., 1975).

[DFI = Rojo / (Rojo + Verde)]

Este valor se calcula para cada una de las células, que generalmente son mas de 5000

por muestra (ademas, cada muestra se analiza por duplicado).

Los resultados del DFI se muestran en un histograma, junto con la media del
DFI (x-DFI) y la desviacion estandar (SD-DFI).La desviacion estandar del DFI mide el
grado de anormalidad en la estructura de la cromatina dentro de una poblacion, y la
media del DFI describe los cambios y las tendencias en toda la poblacién de células. El
porcentaje de células fuera de la poblacion principal (células con DFI alto, >25%),
denominado %DFI, indica el porcentaje de espermatozoides que presenta DNA
desnaturalizado en un porcentaje medio-alto, y deriva del histograma donde esta
representado el DFI. Es muy importante no confundir el DFI, que es un indice que
caracteriza a cada espermatozoide individualmente, con los pardmetros globales de la
muestra (x-DFI, SD-DFI o %DFI). Existe un parametro mas, %HDS (High DNA
Stainability; también llamado %High Green, HIGRN), que no depende del DFI, sino de
la intensidad de la fluorescencia verde de cada espermatozoide. Este pardmetro es el
porcentaje de espermatozoides con fluorescencia verde por encima del canal 600 (puede
variar segun la especie y el tipo de muestra), y nos da informacion sobre el grado de
descondensacion de la cromatina. Mientras que los parametros derivados de DFI estan
relacionados con una peor condicion de la cromatina, %HDS se ha relacionado con

inmadurez espermatica.

El DNA de espermatozoides con una estructura anormal de la cromatina muestra
un mayor porcentaje de fluorescencia roja, generando una distribucion mas amplia,
aumentando la media del DFI, la desviacion estandar (SD-DFI) y el %DFI global. El
%DFI se ha determinado como el parametro mas importante para la evaluacion de la
fertilidad mientras que la desviacion estandar SD-DFI se ha propuesto como una

variable importante para los estudios de toxicologia (Evenson and Jost, 2000).
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1.4.2. Utilidad y aplicacién de la técnica

En comparacion con otras técnicas, como el TUNEL, COMET o el ISNT, el
SCSA es una técnica mas préctica, precisa y rapida para evaluar la integridad del DNA
espermatico. Existen decenas de estudios en animales y humanos, lo que indica que es
una técnica aplicable a cualquier caso, que nos proporciona resultados objetivos, un
nivel més alto de repetitividad que cualquier otro pardmetro seminal, resultados con un
alto grado de sensibilidad y precision, y un umbral estadistico para poder realizar
pronosticos acertados de fertilidad (Evenson et al., 2002). La técnica SCSA por
citometria de flujo es un ensayo objetivo que tiene la intencion de eliminar el sesgo
metodoldgico que dificulta los analisis microscopicos seminales. Aunque algunos
estudios han concluido que los parametros del SCSA también estdn sujetos a la
variacion bioldgica, los coeficientes de variacion de los pardametros SCSA en un
individuo son mucho mas bajos que para los parametros del semen clasicos (Evenson et
al., 1991; Zini et al., 2001). Esto es consistente con un estudio que muestra que los
coeficientes de variacion (CV) para el %DFI y %HDS fueron significativamente mas
bajos en comparacion con los CV de la concentracion, motilidad progresiva y
morfologia normal (Smit et al., 2007).

Ademas, la técnica aporta datos estadisticamente fuertes. Los resultados del
diagrama de dispersién de una Gnica muestra medida varias veces son practicamente
idénticos, y la correlacion de sus valores esta siempre cerca del 0,99 (Evenson and Jost,
2000). Esto ha permitido consensuar una serie de valores umbrales de porcentajes de
fragmentacion (DFI) para poder clasificar las muestras espermaéticas en funcion de la
integridad de su DNA, que se aplican en clinica actualmente de forma fiable. Esta
clasificacion es la siguiente: calidad excelente (< 15% %DFI, DNA Fragmentation
Index, o porcentaje de DNA fragmentado), buena (> 15% a <30% %DF]I), y pobre (>
30% %DFI) (Evenson and Wixon, 2006).

La técnica se ha aplicado en numerosos campos, tanto de la investigacion como
de la clinica. Se ha utilizado en numerosos estudios, que pretenden establecer una
relacién entre los parametros obtenidos por SCSA vy la infertilidad. Una de sus

aplicaciones ha sido ver qué relacion existe entre las variables del SCSA y los
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protocolos de preparacion de los espermatozoides para las TRA, como la centrifugacion
en gradiente o el swim-up (Larson et al., 1999; Evenson et al., 2002). Se ha visto que la
separacion por swim-up reduce drasticamente el porcentaje de espermatozoides
identificado por SCSA con dafios en la cromatina (dafios 12% + 8% %DFI en las
muestras no procesadas frente a 4% + 3% DFI en las muestras tratadas) (Larson et al.,
2000). Sin embargo, la mejora en la cromatina espermaética tras la aplicacion de TRA no
se asocio con mejoras en las tasas de fertilizacion, la calidad del embridn o las tasas de
embarazo. En lugar de ello, sélo el porcentaje de dafios en el DNA obtenido tras el
analisis de las muestras sin procesar fue predictivo de resultados negativos (Larson et
al., 2000).

Otra de las aplicaciones de la técnica es su uso para establecer la relacion entre
fragmentacion del DNA espermatico y el éxito de las técnicas de reproduccion asistida
propiamente dichas. Existen estudios donde ningun paciente tras FIV o ICSI logré
embarazo cuando el %DFI detectado por SCSA era superior al 27% (Larson et al.,
2000), aunque en otros estudios si consiguieron embarazo tras la aplicacion de estas
técnicas en hombres con DFI superiores al 27% (Bungum et al., 2004). La técnica ha
permitido detectar una relacion negativa entre %DFI y el éxito de las TRA, consistente
con las observaciones de otros estudios donde encontraron que un %DFI en semen
fresco por encima del 30% se correspondia con bajas tasas de formacién de blastocisto y
bajas tasas de embarazo (Virro et al., 2004). Bungum y colaboradores compararon las
tasas de embarazo, tanto en ciclos de IA (Inseminacion Artificial) como en ciclos de
FIV/ICSI, entre el grupo de varones que presentaba una fragmentacién inferior al 27% y
el grupo en que dicha fragmentacion era superior a este valor. Observaron que en ciclos
de 1A las tasas de embarazo clinico y de nifio nacido eran cuatro veces inferiores en los
varones con %DFI por encima del 27%; sin embargo, en ciclos de FIV/ICSI estas tasas
practicamente no variaban (Bungum et al., 2004). Esto es porque como ya se ha
explicado anteriormente, la seleccion por gradientes o swim-up reduce
significativamente el porcentaje de %DFI (Larson et al., 2000), y en el caso de la FIV,
se produce una seleccion “natural” (Morales et al., 2007). Comparando los resultados de
FIV e ICSI si observaron diferencias entre ambas técnicas, ya que en FIV la tasa de
embarazo era la mitad que en ICSI cuando el %DFI superaba el valor umbral. Esta

diferencia la atribuyeron a que en ICSI el observador selecciona el espermatozoide de

30



mejor motilidad y morfologia y por tanto con mucha probabilidad el de menor nivel de

fragmentacion (Bungum et al., 2004).

La técnica también se ha aplicado en el estudio de pacientes con
globozoospermia, demostrando la independencia entre las caracteristicas morfologicas y
la estructura e integridad de la cromatina espermatica (Larson et al., 2001). Vieron que
una muestra espermatica con un 100% de anormalidades morfoldgicas en la cabeza
presentaba una integridad de la cromatina equivalente a muestras de espermatozoides
fértiles. Esto indica que, en este tipo de pacientes, la aplicacion de la técnica ICSI puede
generar importantes tasas de éxito, y en caso de no ser asi puede deberse a factores no
relacionados con la integridad de la cromatina (Evenson et al., 2002). Del mismo modo,
el SCSA también se ha utilizado en estudios epidemiol6gicos para conocer la
prevalencia de niveles altos de fragmentacion en pacientes infértiles (Oleszczuk et al.,
2012), o en estudios para analizar la relaciéon del %DFI con la edad (Moskovtsev et al.,
2006). En el estudio de Moskovtsev et al. (2006) se analiz6 mediante SCSA la
fragmentacion junto con otros parametros seminales en grupos de varones de diferentes
edades. Cuando las muestras del grupo de varones mayores de 45 afios se compararon
con aquellas de otros grupos se observé una diferencia significativa en tres parametros:
motilidad, vitalidad, y %DFI. Los varones de 45 afios 0 mayores presentaban menor
motilidad espermatica que los varones mas jovenes, mientras que el %DFI era
significativamente mayor. El %DFI en el grupo de mayor edad era superior al 30%, lo
cual se corresponde con una baja fertilidad. Sin embargo, en los grupos de varones mas
jévenes el %DFI estaba por debajo de ese valor (del 15% al 30%). Esto indica que
gracias al SCSA también pudo demostrarse que existe una relacion directa entre el

%DFI y edad del paciente.

A parte de su relacion con la fertilidad, el método SCSA es también una
excelente herramienta para evaluar, por ejemplo, los dafios en la cromatina espermatica
producidos por ciertas patologias o por agentes externos, como tdxicos ambientales. Por
ejemplo, gracias a la técnica SCSA se mostré6 que la estructura de la cromatina
espermatica se ve comprometida en pacientes con leucocitospermia y varicocele
(Rodriguez et al., 2012), gripe y fiebre alta (Evenson et al., 2000), y cancer testicular no
tratado (Kobayashi et al., 2001). En cuanto a los estudios con tdxicos ambientales,

realizados principalmente en roedores, la técnica ha permitido detectar defectos de DNA
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en cuestion de horas a nivel molecular, que pueden observarse al microscopio entre 1 y
3 semanas despues en forma de roturas cromosomicas en estado de metafase o a nivel
embrionario presentdndose como fetos muertos (Evenson et al., 1993; Estop et al.,
1993).

Por lo tanto, el SCSA no es solo capaz de detectar fragmentacion en el DNA
espermatico y relacionarlo con la fertilidad, sino que también es capaz de cuantificar las
anormalidades de la cromatina espermatica como resultado de factores epidemiologicos
y enfermedades, tdxicos ambientales y habitos de vida. Esto nos permite conocer qué
factores afectan a la integridad de la cromatina y buscar soluciones a los problemas
generados por los mismos. Ademas, la técnica SCSA es diferente a cualquier otra
disponible porque todos los laboratorios e investigadores que actualmente utilizan esta
prueba lo hacen de la misma forma y se adhieren estrictamente al protocolo desarrollado
por Evenson en 1980. Esto permite un alto nivel de control de calidad, de forma que no
se aceptaran aquellos estudios o analisis que no cumplan con los criterios establecidos.
En este sentido, la técnica SCSA hace una contribucion sélida al andlisis seminal, que
permite llevar a cabo estudios de caracter diagndstico o con fines pronosticos. Por todo
esto, la técnica SCSA se propone como la técnica mas répida y fiable del momento, y
debe incluirse en el anlisis de semen de forma rutinaria para completar la informacion

obtenida de una muestra seminal y poder predecir esterilidad (Evenson et al., 2002).

2. Hipotesis y objetivos

El presente trabajo se plantea con el fin de conocer a fondo la técnica SCSA
(Sperm Chromatin Dispersion Assay), el procedimiento y protocolo a seguir para
aplicarla y su utilidad en el andlisis de muestras esperméticas de clinicas de
reproduccion asistida. Este estudio se centra en el anélisis de los datos obtenidos en el
Instituto INDEGSAL (Universidad de Ledn), donde una gran cantidad de Clinicas
espafnolas envian sus muestras para que el Dr. Felipe Martinez Pastor y sus
colaboradores las analicen. Como hipotesis de trabajo, consideramos que la distribucién
de los distintos tipos de alteraciones de la cromatina detectadas en estos analisis podria

parecerse a la resefiada en la bibliografia. Ademas, teniendo en cuenta estudios previos,
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consideramos que la fragmentacion espermatica (parametros derivados del DFI) deberia

ser independiente de la madurez de la cromatina (%HDS).

Los objetivos del trabajo fueron:

Realizar los andlisis mediante SCSA de las muestras enviadas por las clinicas

de reproduccion asistida.

e Determinar el impacto de distintos tipos de alteraciones en la cromatina
espermatica, tanto en las muestras analizadas durante la realizacion del trabajo
experimental como en las que el grupo de investigacion ha analizado durante el

altimo afio.
e Determinar la distribucion de las alteraciones y las relaciones entre ellas.

e Determinar la significacion de las alteraciones en las distintas muestras de
acuerdo con la bibliografia, asi como la prevalencia descrita y la encontrada en
este estudio.

3. Materiales y metodos

3.1. Disefio experimental

En este trabajo, analizamos muestras seminales de humano provenientes de
clinicas de reproduccion asistida del territorio espafiol, con el fin de detectar el grado de
fragmentacion del DNA y compactacién de la cromatina de las mismas. En primer
lugar, se envié el medio de mantenimiento (TNE) a las clinicas en cuestion y les
indicamos como preparar las muestras, y como enviarnoslas. Tras la llegada de las
muestras, se prepararon y analizaron aplicando la técnica SCSA siguiendo fielmente el
protocolo indicado por Evenson y Jost (2000), utilizando citometria de flujo. Una vez
obtenidos los datos, se analizaron para llevar a cabo un tratamiento estadistico de los

mismos.
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3.2. Preparacion de la solucion TNE

El TNE es un medio tamponado que se utiliza para diluir las muestras seminales
antes de congelarlas, y en este caso, donde se conservan los espermatozoides hasta ser
analizados. Para preparar la solucion stock de TNE 10X, se pesaron en una balanza de
precision AE200 (Mettler-Toledo, Nueva York, EEUU) los reactivos necesarios para la
solucion, para obtener una concentracion final de 100 mM Tris-HCI (Tris-HCI, Sigma
T5941, Trizma hydrochloride), NaCl 1,5 mM (NaCl anhidro, Sigma S9625) y EDTA 10
mM (EDTA disddico dihidrato, Sigma E1644). Los reactivos pesados se diluyeron en
una probeta de vidrio con agua milli-Q proporcionada por un dispensador de Milli-Q
Synthesis A10 (Millipore Corporation, Bedford, EEUU), y se pasaron a un vaso de
precipitados de vidrio, para posteriormente ser agitados para conseguir una correcta
dilucion, ayudados por un agitador magnético AGIMATIC-ED (JP SELECTA S.A,,
Laboratory equipment manufacturer, Barcelona, Espafia). Una vez los reactivos
estuvieron completamente disueltos, se ajusto el pH a 7,4 con la ayuda de un pHmetro
SevenMulti FE20-FiveEasy™ pH (Mettler-Toledo S.A.E, Barcelona, Espafia) una
soluciéon de NaOH (NaOH 2N, Sigma S5881) y una de HCI (HCI 2N, Sigma H1758).
Finalmente, pasamos la solucién de nuevo a una probeta de vidrio y enrasamos con

agua milli-Q hasta el volumen deseado.

La solucion stock de TNE 10X puede guardarse a 5 °C durante varias semanas,
por lo que no es necesario prepararla para cada analisis. Si detectamos que se forman
precipitados, calentamos y agitamos hasta que desaparecen, y podemos volver a

utilizarlo.

3.3. Preparacion de las muestras en clinica

A las clinicas que nos enviaron las muestras seminales, se envié refrigerada la
solucion stock TNE 10X previamente preparada, asi como las directrices que debian

seguir para la correcta preparacion de las muestras.

Una vez recibieron la solucién, realizaron una diluciéon 1/10 de la solucién stock
de TNE 10X, para obtener TNE 1X (por ejemplo, 100 uL TNE 10X en 900 pL de agua
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milli-Q). Posteriormente, prepararon dos Eppendorf o criotubos por cada paciente (una
muestra y su duplicado) y se rotularon con el cddigo del paciente y la fecha. Con la
ayuda de una pipeta automatica P200 (VWR International Eurolab S.L., Barcelona,
Espafia) y sus correspondientes puntas pusieron 200 pL de TNE 1X en cada Eppendorf

o criotubo.

Posteriormente, y tras haber realizado el seminograma pertinente al paciente
(conociendo su concentracion, motilidad y morfologia), se homogeneiz6 bien la muestra
y se cogio el volumen necesario con una pipeta automatica P200 para tener una
concentracién de 1-2x10° espermatozoides/mL (en total debe haber unos 200.000-
400.000 espermatozoides por cada Eppendorf o criotubo). Este volumen se diluy6 en
los 200 puL de TNE 1X, para después terminar cerrando correctamente el sistema tubo.
Finalmente, se congelaron directamente las muestras preparadas en nitrégeno liquido.
Se almacenaron en congeladores, preferiblemente a -80 °C, hasta su envio. En el caso
de aquellas clinicas que no disponian de congeladores de esa temperatura, almacenaron

las muestras en congeladores a -20 °C durante un maximo de 2 o 3 dias.

Una vez prepararon las muestras, registraron todos los datos de las mismas en la
hoja facilitada de registro, principalmente la concentracién de cada dosis, o datos
relevantes como muestras patoldgicas o potencialmente infecciosas. El envio de las
muestras se realizé en cajas isotermas, con hielo seco cuando la clinica tenia acceso a
éste. En aquellos casos en los que no era posible, se realizé con acumuladores de frio

estandar, intentando evitar que las muestras se descongelasen.

3.4. Preparacion de la muestra estandar

La muestra estdndar es una muestra seminal que se utiliza para ajustar el
citbmetro antes de cada uso. Para su preparacion se obtuvo una muestra de semen de
cierta heterogeneidad de DFI. La muestra se prepard de la misma forma que cualquier
otro tipo de muestra (ver apartado 3.3. “Preparacion de las muestras en clinica”), pero se
prepararon unas 100 dosis de la misma para poder ser utilizadas en varios analisis. Las

muestras se congelaron con nitrégeno liquido, y se almacenaron en congelador a -80 °C
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(Sanyo VIP Series -86C Ultra-Low Temperature Freezer, SANYO North America

Corporation, Panasonic USA) hasta su uso.

3.5. Preparacion de solucion detergente-acida y solucion de tincion

Para preparar la solucion detergente-acida, se pesaron en una balanza de
precision los reactivos necesarios para conseguir una concentracion final de 150 mM
NaCl, 0,1% Triton X-100 (v/v) (Triton X-100, Sigma T9284) y 80 mM HCI (HCI 2N,
Sigma H3037). Los reactivos se disolvieron en agua milli-Q en una probeta de vidrio
del volumen deseado. En este caso, no podemos aplicar el paso de agitacion ya que el
Triton X-100 es un detergente y esta accion provocaria la produccion de espuma.

Una vez disueltos todos los componentes, se enrasé con agua ultrapura milli-Q hasta
conseguir el volumen final deseado. Finalmente, se ajustd el pH a 1,2 con la ayuda del
pHmetro.

Para la preparacion de la solucién de tincion, se prepard en primer lugar la
solucién stock de naranja de acridina (AO) (Acridine Orange, C.l. 46005, very high
purity, 04539). Esta solucion viene en polvo comercialmente, por lo que para su
preparacion fue necesario pesar en un vial de vidrio una cantidad entre 3 y 6 mg
ayudados por una balanza de precision. Posteriormente se pasé la cantidad pesada de
AO a un frasco de vidrio y se afiadié agua milli-Q hasta conseguir una concentracion
final de 1 mg/mL de AO.

Posteriormente, se prepar0 la solucion de trabajo de AO. Para ello, se pesaron en
la balanza de precision los reactivos hasta una concentracion final de NaCl 150 mM,
Acido citrico 100 mM (Acido citrico anhidro, Sigma E6635), Na,HPO, 200 mM
(Na,HPO, anhidro, Sigma S0876), y EDTA 1 mM. Estos fueron diluidos en un vaso de
precipitados con agua milli-Q y se mantuvieron en agitacion ayudados por una agitador
magnético hasta la completa disolucion del EDTA. Una vez disuelto, se ajusto el pH a
6 con la ayuda del pHmetro.

Finalmente, se paso la disolucién a una probeta y se enrasdé con agua milli-Q

hasta el volumen deseado. La solucion final se paso a una botella especifica para la
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solucidn de tincion, y se afiadié el volumen adecuado de la solucidon stock de AO (6 mL
de solucién stock de AO por cada litro de solucion final). La botella fue cubierta
completamente con papel de aluminio, para evitar que la luz incidiese sobre ella'y el AO

pudiese perder la fluorescencia.

El naranja de acridina es un compuesto mutagénico e irritante. Por ello, su
manipulacion fue llevada a cabo con guantes, gafas protectoras y mascarilla. Todo
aquello que pudo resultar manchado durante la preparacion de la solucion se limpio con
hipoclorito de sodio (lejia diluida 1/10 con agua destilada), y todo el material utilizado

se reservé Unicamente para el uso del AO (no puede ser usado para otras preparaciones).
3.6. Citometro de flujo
El citometro de flujo utilizado para llevar a cabo los andlisis es el BD

FACSCalibur™ Flow Cytometer (BD Biosciences, Becton-Dickinson,
Immunochemistry Sistems, San Jose, CA, USA) (Figura 5).

Figura 5: FACSCalibur™ Flow Cytometer conectado al ordenador con el software BD CellQuest™.

Contiene dos laseres, uno de argén refrigerado por aire que emite en azul (488

nm), y un laser de diodo que emite en rojo (~635 nm), separados espacialmente para
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una mayor sensibilidad, una necesidad minima de compensacion, y una mayor

flexibilidad en la seleccion de fluorocromos.

(a) (b)
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Figura 6: (a) Configuracion dptica del citdmetro. (b) Configuracion interna del citdmetro.

El citometro se compone por varios fotodetectores y filtros para recoger la luz
dispersada por la muestra (Figura 6). Entre ellos estan:

-FSC-H: Forward Scatter. Es la luz dispersada frontalmente en angulo conico
pequefio, coincidente con la luz incidente. Es proporcional al tamafio de la
particula que produce la dispersion, por lo que nos da informacion acerca del

tamafo del espermatozoide. Lleva un filtro de 488/10 nm, que recoge luz azul.

-SSC-H: Side Scatter. Es la luz dispersada lateralmente (90°) y es proporcional a
la complejidad de la estructura del espermatozoide. Lleva un filtro de 488/10 nm,

que capta emision en azul.

-FL1, FL2, FL3 y FL4: son fotodetectores con sus correspondientes filtros para
recoger la luz dispersada por la muestra en los distintos puntos del espectro

(colores).

e FL1: filtro BP (Band Pass: paso por un rango de longitudes de onda)

530/28 nm, capta en verde.
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e FL2: filtro BP 585/42 nm, capta en naranja.

e FL3: filtro LP (Long pass: deja pasar la luz por encima de la longitud
de onda indicada) 670 nm, capta en rojo.

e FLA4: filtro BP 661/16 nm, capta en rojo.

El naranja de acridina emite en rojo y verde (Evenson and Jost, 2000). Los datos
correspondientes a la fluorescencia roja se captaron con el fotodetector FL3, y la
fluorescencia verde se captd con el fotodetector FL1.

La informacion captada por estos fotodetectores pasa por unos
fotomultiplicadores, para después ser convertida en una sefial eléctrica que sera leida e
interpretada por el software de adquisicion BD CellQuest™ (v. 1, BD Biosciences,
Becton-Dickinson).

3.7. Puesta a punto del software de adquisicion

El programa BD CellQuest™ (Figura 7) es el software utilizado para analizar
los datos que nos proporciona el citbmetro, y nos permite controlarlo (adquirir la
muestra, definir los parametros de los fotodetectores, etc.) y definir la informacion que

queremos obtener de las muestras.

Figura 7: Software de adquisicion BD CellQuest™.

Para el analisis de las muestras, creamos una plantilla de adquisicion nueva en el
programa. En primer lugar, con una nueva plantilla abierta, creamos una grafica de

dispersion puntos, con FL3-H en el eje x y FL1-H en el eje y. Utilizamos una escala
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lineal en ambos ejes (0-1.023). Después, dibujamos una region dentro de la grafica que
excluyese las zonas donde apareciesen sefiales de debris, bacterias o células aglutinadas.
Esta region excluye los valores extremos de cada fluorescencia (canales >1.000), el
origen de coordenadas y la region situada a la izquierda de la poblacion principal de
células, y dentro de la misma deberia aparecer la poblacion principal de células.
Posteriormente, configuramos el software para detener la adquisicion al llegar a 5.000
eventos en la region anterior. Creamos un grafico de puntos FSC-H vs. SSC-H (SSC-H:
Side Scatter, FSC-H: Forward Scatter), para asegurarnos de que se adquieren
correctamente los eventos correspondientes a espermatozoides. Ademas, ajustamos un
punto de corte (Threshold) en la sefial de FSC-H para eliminar ruido (eventos con
FSC-H < 350).

Finalmente guardamos la plantilla para su uso en futuras mediciones. Antes de
cada andlisis revisamos la plantilla y el valor de corte, por si pudiese haber sido

modificado.

3.8. Preparacion del analisis y encendido del citbmetro

Para la preparacion del analisis, preparamos previamente todo el material y
equipamiento necesarios. En primer lugar, pusimos hielo himedo en una caja e
introdujimos las botellas con la solucion detergente-acida y la de tincion (es
fundamental que las soluciones estén a 4 °C en todo momento). Después, ajustamos las
pipetas P200 a 200 pL, para pipetear las muestras, y la P1000 a 400 pL, para la solucién
detergente-acida (P200 y P1000, VWR International Eurolab S.L., Barcelona, Espafia).
Ademas, ajustamos una pipeta de 5 mL a 1,2 mL, para la solucidn de tincién.

Antes de comenzar el analisis, preparamos un tubo de citometria
(FALCON®,12x75mm, poliestireno) con una solucién para equilibrar el sistema de
flujo, que contenia 400 uL de solucion detergente-acida y 1,2 mL de solucion de
tincion. Finalmente, abrimos el BD CellQuest™, y conectamos el citometro. Para ello,
en primer lugar quitamos el tubo con agua destilada que queda siempre tras el protocolo

de apagado del citometro. Después, comprobamos que el tanque de residuos estuviese
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vacio y el tanque que contiene el liquido por el que pasan las células, el BD FACSFlow

™ (BD Biosciences, Becton-Dickinson) estuviese lleno (3/4 del tanque) (Figura 8).

(%

Figura 8: Tanques de desecho (derecha) y tanque de fluido FACSFlow
(izquierda). A la derecha puede apreciarse la palanca para presurizar “VENT
VALVE”.

Una vez comprobados los tanques, presurizamos el sistema pulsando “VENT
VALVE”, y ponemos en marcha el citometro. Después, eliminamos todo el aire del
filtro salino, y pulsamos “PRIME” (Figura 9) hasta conseguir que no quedasen burbujas
en la cdmara de flujo. Posteriormente, pasamos agua destilada en modo “Run + HI”
durante 5-10 minutos. A partir de aqui, el citdbmetro esta preparado para comenzar el
andlisis. Es ahora cuando a través del programa BD CellQuest™ conectamos el

citometro con el software en la opcion “Connect to cytometer”.

Figura 9: Botones de control del citometro.
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Una vez encendido, ajustamos la velocidad de flujo a un nivel bajo (“Run +
LO”) para pasar el tampdn de equilibrado durante 15 minutos antes de comenzar a pasar
las muestras. Abrimos en el CellQuest™ la plantilla de adquisicion creada
anteriormente y generamos una carpeta donde guardamos los datos proporcionados por
el citdbmetro. Es muy importante darle un nombre correcto a la carpeta generada, para

que posteriormente podamos encontrarla con facilidad.

3.9. Ajuste de los parametros del citbmetro con la muestra estandar

Una vez pasados los 15 minutos con el tampon de equilibrado, pasamos a ajustar
los parametros del citometro con la muestra estandar. En primer lugar, escogimos una
dosis de muestra estandar del congelador de -80° C, y la dejamos en una caja con hielo
durante 10 minutos. Después, descongelamos la dosis en un bafio a 37 °C
PRECISTERM 5L (JP SELECTA S.A., Laboratory equipment manufacturer,
Barcelona, Esparia) hasta comprobar que no hubiese restos de hielo.

Una vez descongelada, identificamos la muestra estandar en el CellQuest™
(Sample ID), y comenzamos su preparacion. Para ello, colocamos un tubo de citometria
en hielo y transferimos 200 uL de la muestra estandar al tubo. Después, afiadimos
400 pL de la solucion detergente-acida y activamos el cronémetro. Exactamente a los
30 segundos, afiadimos 1,2 mL de solucién de tincion (este paso es absolutamente
fundamental, descartando aquellos tubos que no cumpliesen el requisito de tefiir a los 30
segundos exactos). Dejamos tefiir la muestra dos minutos y quitamos el tampén de
equilibrado para colocar la muestra estandar y analizarla. Comenzamos la adquisicién
en modo “Setup” (sin guardar los datos), y ajustamos la region de adquisicion para
excluir debris y no excluir células. Seguidamente ajustamos la velocidad de flujo del
citdbmetro a 200-250 células/s (se trata de ajustar FL1-H para un valor medio de y de
13045 y FL3-H para un valor medio de x de 500+5). Pasados unos 30 segundos,
comenzamos a leer la muestra estandar sin el modo “Setup” para que guardase los
datos. Cuando el citometro analizd 5000 eventos, par0 automaticamente y guardd los
datos en la carpeta creada anteriormente. Dejamos pasando el tampon de equilibrado

entre cada muestra.
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3.10. Analisis de las muestras de semen

Con los parametros del citometro ajustados y todo el material preparado,
comenzamos con el andlisis de las muestras de semen. Sacamos las muestras a analizar
del congelador a -80°C y las colocamos en una caja con hielo, dejandolas 10 minutos.
Después, descongelamos las muestras y sus duplicados (descongelar muestra y
duplicado a la vez para que estén exactamente a las mismas condiciones) en el bafio a
37°C hasta comprobar que no quedasen restos de hielo. Colocamos las muestras y
duplicados de nuevo en la caja con hielo, de forma ordenada. Pusimos un tubo de
citometria por cada muestra y su duplicado en la caja con hielo y transferimos 200 puL
de cada muestra a su tubo correspondiente. Una vez preparadas las muestras en los

tubos de citometria, comenzamos el analisis.

El andlisis de las muestras se realizé de igual manera que la muestra estandar,
utilizando los mismos tiempos y volimenes de solucidon. Para cada muestra
comprobamos que la velocidad de flujo estuviese entre 200-250 células/s. Como se ha
comentado anteriormente, cuando el citbmetro habia analizado 5.000 eventos, paraba

automaticamente y guardaba los datos.

El proceso de adquisicion de 5000 células deberia durar menos de 30 segundos a
200-250 células/s, sin embargo esto no siempre fue asi. Si la velocidad era superior a
300 células/s, descartamos la muestra y, en caso de que la velocidad de flujo fuese muy
baja (poca concentracion, muestras muy diluidas), dejamos pasar la muestra un maximo
de 3 minutos y paramos el analisis. Se guardd el nimero de eventos que habian sido
analizados pasado en ese tiempo y se anotd en la hoja de registro. El duplicado se

analizé de la misma forma, asi como el resto de muestras.

Siempre que no hubiese muestra, dejamos pasando el tampon de equilibrado, y
haciamos lo mismo entre muestra y muestra. Es muy importante colocar el tubo del
tampon de equilibrado al menos 30 segundos entre muestra y muestra, para evitar que
queden restos del anélisis anterior en el citbmetro que puedan dar lugar a errores.
Cuando se analizaba muestra, dejamos el tubo con tampdn de equilibrado en la bandeja

con hielo, manteniendo asi su temperatura a 4 °C. Si habia sospechas de desviacion en
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los parametros del citometro, repetimos el ajuste con la muestra estandar (deberia

hacerse cada 15 muestras).

3.11. Apagado del citometro

Una vez terminamos el andlisis, cerramos el programa CellQuest™ y nos
aseguramos de que los datos habian sido guardados correctamente en la carpeta.
Posteriormente, apagamos el ordenador y procedimos al protocolo de apagado del
citometro. ElI AO se adhiere a las superficies del sistema hidraulico del citdmetro, por lo
que es necesario dejar pasar unos mililitros de solucién de hipoclorito de sodio (lejia
diluida 1/10 con agua destilada) para limpiarlo correctamente. Colocamos la solucién de
hipoclorito y permitimos que aspirase ~1 mL con el brazo en posicion lateral (aspira
muy rapido, mas o menos la mitad del contenido del tubo con hipoclorito). Después,
colocamos el brazo en posicion de adquisicion y dejamos que aspirase durante 5-10
minutos en modo “Run” y flujo alto (HI). Después, dejamos pasar agua destilada
durante otros 10 minutos. Este tubo con agua destilada se deja hasta que el citdbmetro

vuelva a utilizarse.

Finalmente, pulsamos “STANDBY”, despresurizamos quitando la valvula

“VENT VALVE” y apagamos el citometro.

3.12. Analisis de los archivos de citometria

Los datos proporcionados por el citbmetro se guardaron como archivos FCS,
para poder ser leidos por el software de andlisis. El estudio de los datos se hizo con el
entorno estadistico R (version 3.1.0, The R Foundation for Statistical Computing,

http://www.rproject.org), utilizando el paquete FlowCore para leer y trabajar con

archivos FCS. En caso de ser muestras muy patoldgicas, o especialmente complicadas
de analizar, utilizamos el programa Weasel (v.3.0.1), que permite comprobar que no
haya presencia de debris, bacterias, células aglutinadas, y eliminarlos si se encuentran,

utilizando una plantilla de analisis similar a la plantilla de adquisicién.
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En el histograma que representa el DFI y la fluorescencia total, debemos
distinguir una poblacion principal, que se sitia por debajo de un 25% de fragmentacion
(DFI). Los puntos de corte para determinar el %DFI son fijos y se obtuvieron del
protocolo de Evenson and Jost, (2000). Tras calcular la fluorescencia total (roja + verde)
y el valor DFI de cada espermatozoide [Rojo/Totalx100], se dibujo un grafico de puntos
fluorescencia total vs. DFI y un histograma de DFI. En el histograma debemos
distinguir un pico principal bien definido y una region a su derecha con uno 0 més picos
(%DFI). El punto de corte para definir las células con DFI medio o alto se establece
justo a la derecha del pico principal, tipicamente entre 20-25% DFI (Figura 10), y se
utiliza para analizar todas las muestras. El punto de corte entre %DFIm (Moderate) y
%DFIh (High) se establece 50 puntos mas arriba del corte para %DFI. Evenson et al.,
(2002), aplican el umbral entre el hDFI y el mDFI en un 75%. El %HDS (High DNA
Stainability) es el porcentaje de espermatozoides con fluorescencia verde por encima
del canal 600, y el punto de corte se sitia en un 60% de la fluorescencia verde recogida
(Evenson et al., 1999).
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Figura 10: Histogramas que representan el DFI de cada evento y los estadisticos derivados.

Posteriormente, se realizaron los calculos para cada muestra, obteniendo los
parametros: x-DFI (media del DFI), SD-DFI (desviacion estandar del DFI), %DFIm
(porcentaje de espermatozoides con fragmentacion moderada), %DFIh (porcentaje de
espermatozoides con alta fragmentacion), %DFI (porcentaje de fragmentacién global) y
%HDS (High DNA Stainability, porcentaje de espermatozoides con la cromatina

descondensada) (Evenson and Jost, 2000).
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Los resultados obtenidos tras el analisis con el R y Weasel se formalizaron en un
documento que se envid a las clinicas, con toda la informacién obtenida sobre las
muestras de los pacientes y el diagnostico obtenido de su estudio. ElI documento
enviado de forma rutinaria presenta un aspecto similar al mostrado en la Figura 11. En
el informe facilitado a las clinicas aparecen los histogramas obtenidos correspondientes
a la muestra y el replicado de la misma, la media del DFI, la desviacion estandar del
DFI (SD-DFI), los porcentajes de fragmentacion moderado y alto, el porcentaje de
fragmentacion total y la medida del %HDS (inmadurez o grado de desnaturalizacion de
la cromatina). También se muestra la media y desviacion estandar entre las dos réplicas.
Finalmente, se les facilita el significado de cada uno de los pardmetros analizados, y un
diagnédstico o evaluacion final, que en algunos casos puede ir seguido de alguna

recomendacion.

3.13. Analisis estadistico

Realizamos los andlisis estadisticos con el entorno R (versién 3.1.0, The R

Foundation for Statistical Computing, http://www.rproject.org) y su paquete Rcmdr.
Los datos analizados fueron los resultados obtenidos del analisis por SCSA de muestras
de clinicas de reproduccion asistida espafiolas desde diciembre de 2012 hasta mayo de
2014. Se analizaron un total de 643 muestras. Los datos obtenidos del estudio se
pasaron a un archivo de Excel, y se cre6 una tabla dindmica con los mismos para poder
calcular los promedios de cada parametro (x-DFI, SD-DFI, %DFIm, %DFlh, %DFI y
%HDS). En el entorno R se calcularon medias, desviaciones estandar, cuartiles,
coeficientes de variacion, maximos y minimos, frecuencias, y distribuciones para cada
uno de los parametros. Se analizaron por separado las poblaciones obtenidas del estudio
del %DFI y %HDS y se generaron histogramas y graficos de cajas para visualizar mejor
los resultados obtenidos. Finalmente, se aplicé la prueba de * para estudiar la posible

asociacion entre el %DFI y %HDS.
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Informe de analisis del estado de la cromatina espermatica
(analisis mediante citometria de flujo)
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Figura 11: Informe entregado a las clinicas con los resultados del anélisis SCSA.
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4. Resultados

4.1. Analisis general de todo el conjunto de muestras

En primer lugar, se llevd a cabo un estudio general de todas las muestras, es
decir, de las 643 muestras recibidas de las clinicas de reproduccién asistida. Se
calcularon los valores correspondientes al primer cuartil, mediana, media, tercer cuartil,
extremos superior e inferior, y valores atipicos para cada uno de los parametros
obtenidos del andlisis por SCSA, para posteriormente ser representados en forma de
Boxplot (Figura 12 (a)). Los resultados de este estudio se muestran en la Figura 12 (b).
Como se puede observar, el rango de los valores de fragmentacion total (%DFI) en las

muestras analizadas es muy amplio.

En las Figuras 13 y 14 mostramos ejemplos de muestras con distintos tipos de
alteraciones. Para un porcentaje de fragmentacion bajo, considerado asi cuando el
%DFI1<15%, el patron mostrado seria parecido al de la Figura 13 (a). El ejemplo se
corresponde con un porcentaje de fragmentacion de inferior a un 1%, y como podemos
observar, la totalidad de la poblacion se encuentra por debajo del rango patoldgico. Para
una muestra dentro del rango aceptable pero con cierto nivel de fragmentacion, el
grafico cambia notablemente. En la Figura 13 (b), correspondiente a un porcentaje de
un 21,3% de %DFI, la poblacion principal esta claramente mas dispersa en comparacion
con la Figura 13 (a), y la mayor parte de la poblacion de espermatozoides se sitGa por
debajo del punto de corte patoldgico. Finalmente, en la Figura 13 (c) observamos una
muestra con un porcentaje de fragmentacion total de un 92,8%, practicamente sin

poblacién principal, y ademas con un alto porcentaje de %DFlh (59,6%).

En el caso del %HDS, también pueden presentarse grandes variaciones. Se
muestran tres ejemplos de %HDS, uno bajo, intermedio y uno que se sitla por encima
del punto de corte para considerarlo como patoldgico. En la Figura 14(a) podemos ver
el histograma de la muestra con un porcentaje muy bajo de %HDS, de un 1,8%, y en la
Figura 14 (b) y 14 (c) el resultado mostrado por muestras con un porcentaje intermedio
(6,9%) y alto de %HDS (16,5%) respectivamente.
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Figura 12: (a) Esquema descriptivo donde puede observarse a qué corresponde cada punto de un
Boxplot. En este se representa el primer cuartil, mediana, media, tercer cuartil, extremos superior e
inferior, y valores atipicos.RIC: Rango intercuartil, max(x): maximo dentro de los valores de 1,5xRIC,
min(x): minimo dentro de los valores de 1,5xRIC, Q1 y Q3: primer cuartil y tercer cuartil
respectivamente. (b) Boxplot o diagrama de cajas que indica los valores obtenidos del calculo del primer
cuartil, mediana, media, tercer cuartil, extremos superior e inferior, y valores atipicos (circulos) para xDFI
(x-DFI, media del DFI), SD.DFI (SD-DFI, desviacion estandar del DFI), mDFI (%DFIm, porcentaje de
DFI moderado), hDFI (%DFlh, porcentaje de DFI alto), tDFI (%DFI, DFI total), y HDS (%HDS, High
DNA Stainability).
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4.2. Estudio general de los analisis con méas de 1000 eventos

El estudio por SCSA esta configurado para analizar 5000 espermatozoides por
muestra, sin embargo, no siempre es posible analizar este niUmero de eventos. En casos
de pacientes con patologias como oligozoospermia u oligoastenoteratozoospermia, la
concentracion espermatica del paciente es muy baja, y el nimero de eventos analizados
en el tiempo estipulado puede ser inferior a 5000. En algunos casos no llega a 1000
espermatozoides. Aunque estos andlisis siguen teniendo utilidad clinica, para los
propositos de este trabajo, realizamos un filtrado de los datos para mostrar sélo aquellos
que estuviesen por encima de 1000 eventos analizados por SCSA en el tiempo maximo
de 3 minutos. Este filtrado evita resultados con gran influencia de variaciones por azar,
que pueden llevarnos a error. El resto de estudios se realizaron con este nuevo conjunto

de muestras.

La Figura 15 muestra la distribucién de las variables con estos datos filtrados,
para el minimo, primer cuartil, mediana, media, tercer cuartil, maximo y valores
atipicos de los parametros analizados, una vez filtrado el conjunto de datos para un
namero de eventos superior a 1000.

4.3. Clasificacion y estudio de los datos para los parametros derivados del
SCSA: x-DFI, SD-DFI, %DFI y %HDS

En primer lugar, se realiz6 un estudio de las frecuencias del x-DFI, %DFlI, el
SD-DFI, y el HDS y de su correspondiente distribucién para poder visualizar mas
facilmente los resultados. Como muestra la Figura 16, la mayor parte de las muestras
presentan un porcentaje de fragmentacion para el x-DFI de un 20-25%. La distribucion
muestra una serie de valores atipicos, que se corresponden con los valores maximos de
fragmentacion en el conjunto de datos. En el caso del %DFI la mayoria de las muestras
mostraron un porcentaje de fragmentacion intermedio-bajo, pudiendo observarse lo
mismo en el diagrama de cajas (Figura 17). Del mismo modo, se pueden observar una

serie de valores atipicos, habiendo detectado una muestra con un %DFI de un 100%.

En cuanto al SD-DFI, el valor medio encontrado fue de 15%, con gran

variabilidad entre muestras, como puede observarse en el histograma (Figura 18). El
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mismo estudio se llevo a cabo para el parametro %HDS (Figura 19). En este caso se
obtuvo una clara mayoria de muestras con un porcentaje muy bajo de %HDS, y
practicamente la totalidad de ellas se situd por debajo del punto de corte del 15% de
%HDS.
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Figura 15: Boxplot que indica los valores obtenidos del célculo del primer cuartil, mediana, media, tercer
cuartil, extremos superior e inferior y valores atipicos para XDFI (x-DFI, media del DFI), sdDFI (SD-DFI,
desviacion estandar del DFI), mDFI (%DFIm, porcentaje de DFI moderado), hDFI (%DFIh, porcentaje de
DFI alto), tDFI (%DFI, DFI total), y HDS (%HDS, High DNA Stainability) tras eliminar las muestras con
menos de 1000 espermatozoides analizados.
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Figura 16: (a) Histograma de frecuencias de x-DFI (xDFI). (b): Bloxplot para x-DFI que muestra la
proporcion de muestras para cada porcentaje de x-DFlI, la distribucion de las medias y los valores atipicos

(circulos).
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Figura 17: (a) Histograma de frecuencias de %DFI (tDFI). (b): Boxplot para %DFI (tDFI) que muestra la

proporciéon de muestras para cada porcentaje de %DFI, las posibles variaciones y los valores atipicos.
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Figura 18: Histograma de SD-DFI (sdDFI) que muestra la frecuencia para cada valor de desviacion
estandar. (b): Boxplot para SD-DFI que muestra la proporcidn de muestras para cada porcentaje de SD-

DFI, las posibles variaciones y los valores atipicos.
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Figura 19: (a) Histograma de frecuencias de %HDS (HDS). (b): Boxplot para %HDS (HDS) que muestra

la proporcion de muestras para cada porcentaje de %HDS, las posibles variaciones y los valores atipicos.

Tras el estudio general de las frecuencias y distribuciones, se estudiaron las
muestras con el fin de comprobar el porcentaje de las mismas que se correspondia con
un alto porcentaje de fragmentacion, un porcentaje intermedio y uno bajo. Los puntos
de corte para cada clasificacion se tomaron del trabajo de Evenson y Wixon, (2006).
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También se estudio el parametro %HDS, tomando como punto de corte un 15%. Como
se puede observar en la Tabla 3, existen tres poblaciones claramente definidas de %DFI,
obteniéndose un porcentaje inferior de pacientes con alta fragmentacion
(aproximadamente un 10% inferior) que aquellos con una fragmentacion intermedia. En
cuanto al %HDS, que nos da informacion sobre el grado de desnaturalizacion de la
cromatina, el porcentaje de pacientes con %HDS considerado alto (>15%) fue muy bajo
(Gnicamente un 7,2% del conjunto de muestras). Los resultados obtenidos se muestran

en la Figura 20 para una mejor visualizacion global.

Tabla 3: Clasificacion del conjunto de datos para %DFI alto (>27%), intermedio (15-27%) y bajo
(<15%); y %HDS alto (>15%) y bajo (<15%). Los resultados se muestran en nimero de muestras del

total y en porcentaje.

%DFI %HDS

Tipo de conteo <15% 15-27% >27% <15% >15%

NUmero 257 220 148 580 45
Porcentaje (%) 41,1 35,2 23,7 92,8 7,2
(a) (b)
100 -
2
40 - 80 -
35 - 701
30 - 60 1
25 - 50 1
20 - 40 -
15 - 30
10 - 20
5 - 10 -
0 0
<15% 15-27% >27% | <15% >15%
%DFI | %HDS

Figura 20: (a) Gréfico de barras que muestra la clasificacion de muestras para el %DFI. Las barras
muestran los porcentajes de cada grupo. (b) Grafico de barras que muestra la clasificacion de muestras
para el %HDS.
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4.4. Analisis de los datos en las categorias de %DFI

Gracias al estudio del pardmetro %DFI, podemos distinguir tres poblaciones
dentro del conjunto de datos: aquellas muestras con un porcentaje de fragmentacion
inferior a un 15%, muestras con un porcentaje intermedio entre el 15% y el 27% y
pacientes con muestras seminales cuya fragmentacion es superior al 27%. En primer
lugar se estudio la distribucion del %DFI en cada una de las poblaciones (Figura 21).
Posteriormente, se realiz6 un analisis de cada parametro en cada una de las categorias
de %DFI. En las Figuras 22, 23 y 24 se representan los valores de x-DFI y SD-DFI,
%DFIm y %DFIh, y %HDS respectivamente. También se estudiaron la media, la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion para cada una de las categorias (Tabla
4).
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Figura 21: Boxplot que muestra la distribucion del %DFI en los subgrupos definidos para
este parametro: bajo (%DFI<15%, <15), intermedio (%DFI 15-27%, 15-27) y alto
(%DF1>27%, >27).
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Figura 22: (a) Boxplot que muestra la distribucion para x-DFI (media de fragmentacion) para cada
categoria de %DFI (bajo (%DFI<15%, <15), intermedio (%DFI 15-27%, 15-27) y alto (%DFI>27%,
>27). (b) Boxplot para SD-DFI (desviacidn estandar del DFI) en cada categoria de %DFI.
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Figura 23: (a) Boxplot que muestra la distribucion para %DFIm (porcentaje de fragmentacion moderada)
en cada categoria de %DFI (bajo (%DFI<15%, <15), intermedio (%DFI 15-27%, 15-27) y alto
(%DFI>27%, >27). (b) Boxplot para %DFIh (porcentaje de fragmentacion alta) en cada categoria de
%DFI.
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Boxplot %HDS para cada categoria de %DFI
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Figura 24: Boxplot que indica los valores obtenidos del célculo del minimo, primer
cuartil, mediana, media, tercer cuartil, maximo y valores atipicos para %HDS (High
DNA Stainability), para cada categoria de %DFI (bajo (%DFI<15%, <15), intermedio
(%DFI 15-27%, 15-27) y alto (%DFI>27%, >27).

Tabla 4: Valores correspondientes a la media + desviacion estandar (SD), y coeficiente de variacion
(CV%) para los parametros x-DFI (media del DFI), SD-DFI (desviacion estandar del DFI), %DFIm
(porcentaje de DFI moderado), %DFlh (porcentaje de DFI alto), %DFI (DFI total), y %HDS (High DNA
Stainability), en el conjunto de datos para %DFI1<15%, %DFI 15-27% y %DFI>27%.

%DFI<15% %DFI 15-27% %DFI>27%

Parametro  mediazSD CV% mediaxSD CV% mediaxtSD CV%

x-DFI 21,2+2,3 0,1 25,5%2,3 0,1 32,616,5 0.2
SD-DFI 11,9+£3,5 0,3 17,1+3,8 0,2 20,4+5,2 0,2
%DFIm 5,4+2,4 0,4 10+3,4 0,3 20,4+109 05
%DFIh 4,5+2,2 0,5 10+3,7 0,3 19,8+11,1 05
%DFI 9,943,2 0,3 20+3,3 0,1 40,2132 0,3
%HDS 6,5+5,4 0,8 7,452 0,7 6,5+4,4 0,7

Ademas, realizamos un estudio con el fin de estudiar el impacto de la alta
fragmentacion (%DFIh) en cada categoria de %DFI. Este estudio se realizo porque el
impacto de la fragmentacion total (%DFI) podria estar modulado de acuerdo al impacto

de la alta fragmentacion (%DFIh). Se considero alto un %DFIh por encima de un 15%.
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En primer lugar, se analizé de forma general el parametro %DFIh en cada una de las
categorias de %DFI. En el grupo de pacientes con %DFI<15% no se encontré ninguna
muestra con un %DFIh>15%, el 100% de las muestras dentro de esa categoria presentd
un %DFIh<15% (Figura 25 (a)). En el grupo de muestras con un %DFI intermedio,
entre 15-27% de %DFI, algunas muestras mostraron un porcentaje de %DFIh superior
al punto de corte, con un méaximo de un 20% de %DFIh. Los resultados se muestran en
la Figura 25 (b). Dentro del grupo de muestras con %DFI superior al 27% se obtuvieron
los resultados mostrados en la Figura 25 (c). Una gran proporcion de muestras
mostraron un porcentaje de %DFIh superior al punto de corte, alcanzando un maximo
de un 60%. Posteriormente, se analizd cada categoria creada para el %DFlh
(%DF1h<15% y %DFIh>15%) en cada una de las poblaciones de %DFI (Tabla 5). En el
grupo de datos con %DFI 15-27%, un 10,4% de las muestras presentaron un
%DFIh>15%, mientras que, en el grupo de datos con %DFI>27%, un 65,5% de las

muestras mostraron un %DFIh>15%.

Frecuencias de %DFlh en cada categoria de %DFI
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Figura 25: (a) Histograma de frecuencias de %DFlh dentro de la poblacion con %DFI bajo (%DFI
<15%, “Clase.tDFI=<15"). (b) Histograma de frecuencias de %DFIh dentro del grupo de %DFI
intermedio (%DFI 15-27%, “Clase.tDFI=15-27). (c) Histograma de frecuencias de %DFlh dentro del
grupo de %DFI alto (%DFI>27%). La linea roja delimita el punto de corte estipulado en %DFIh>15%.
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Tabla 5: Estudio de cada categoria de %DFIh (%DFIh<15% y %DFIH>15%) en funcién de cada

poblacion de %DFI. Los resultados se muestran en nimero de muestras del total y en porcentaje.

%DFI<15% %DFI 15-27% %DFI>27%
Tcl)pn‘iedoe %DFIh<15% %DFIh>15% %DFIh<15% %DFIh>15% %DFIh<15% %DFIh>15%
Ndmero 257 0 197 23 51 97
Porcentaje 100 0 89,5 10,4 34,5 65,5
(%)

4.5. Analisis de los datos en las categorias de %HDS

Tal como se ha indicado anteriormente, se discriminaron dos grupos de muestras
de acuerdo con su valor de %HDS: con un %HDS superior a un 15% y con un
%HDS<15%. Se realizé un estudio general de cada parametro dentro de cada categoria
de %HDS vy se representaron los resultados en Boxplots (Figuras 26, 27, 28 y 29).
También se estudiaron la media, la desviacién estandar y el coeficiente de variacion

para cada una de las categorias (Tabla 6).

Boxplot %HDS para cada categoria de %HDS
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Figura 26: Distribucién del %HDS en los subgrupos definidos para este
parametro: bajo (%HDS<15%, <15), y alto (%HDS>15%, >15).
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Figura 27: (a) Boxplot que muestra la distribucion para x-DFI (media de fragmentacién) en cada
categoria de %HDS (bajo (%HDS<15%, <15), y alto (%HDS>15%, >15)). (b) Boxplot para SD-DFI
(desviacion estandar del DFI) en cada categoria de %HDS.
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Figura 28: (a) Boxplot que muestra la distribucion para %DFIm (porcentaje de fragmentacion moderada)
en cada categoria de %HDS (bajo (%HDS<15%, <15), y alto (%HDS>15%, >15)). (b) Boxplot para

%DFIh (porcentaje de fragmentacién alta) en cada categoria de %HDS.
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Boxplot %DFI para cada categoria de %HDS
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Figura 29: Boxplot que muestra la distribucion para %DFI
(porcentaje de fragmentacidn total), para cada categoria de
%HDS (bajo (%HDS<15%, <15), y alto (%HDS>15%,
>15)).

Tabla 6: Valores correspondientes a la media, desviacién estandar (SD), y coeficiente de variacién
(CV%) para los parametros x-DFI (media del DFI), SD-DFI (desviacion estandar del DFI), %DFIm
(porcentaje de DFI moderado), %DFIh (porcentaje de DFI alto), %DFI (DFI total), y %HDS (High DNA
Stainability), en el conjunto de datos para %HDS<15% y %HDS>15%.

%HDS<15% %HDS>15%

Parametro mediatSD CV% mediatSD CV%

x-DFI 25,5+5,8 0,2 24,449 0,2
SD-DFI 15,7+5,3 0,3 16,7+5,5 0,3
%DFIm 10,7+8,4 0,8 8,7+6,6 0,7
%DFIh 10,1+8,6 0,8 10,1+6,6 0,6
%DFI 20,8+13,9 0,6 18,8+10,9 0,6
%HDS 5,843,2 0,5 20,3+5,7 0,3

4.6. Asociacion entre %DFI y %HDS

Tras el estudio de la frecuencia y la distribucion de los datos de cada parametro,
decidimos estudiar la posible relacion entre el %DFI y el %HDS en el conjunto de datos

filtrado para n>1000, con el fin de poder encontrar una relacion entre porcentaje de
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fragmentacion y otros dafios en el DNA como la descondensacion de la cromatina. Para
ello, se aplico el analisis por y> de Pearson para estudiar la asociacion entre las
categorias de %DFI y %HDS. El resultado indicé que no hay evidencia de asociacion
entre el %DFI y el %HDS cuando se utilizan los puntos de corte indicados (Tabla 7).
Se repitio el analisis utilizandose el corte en 15% de %DFI, para analizar la asociacion
entre ambas variables, no obteniéndose evidencia de asociacion entre ambos parametros

(Tabla 8), por lo tanto, son independientes entre si.

Tabla 7: Prueba de % de Pearson para las variables %DF1>27% y %HDS>15%.

%HDS
%DFI %HDS<15% %HDS>15%
%DFI<27% 438 39
%DFI1>27% 142 6
%2 2,87
Valor de p 0,09

Tabla 8: Prueba de % de Pearson para las variables %DFI<15% y %HDS>15%.

%HDS
%DFI %HDS<15% %HDS>15%
%DFI1<15% 238 19
%DFI>15% 342 26
%2 0,02
Valor de p 0,87

5. Discusion

El presente trabajo se llevé a cabo con el fin de analizar en profundidad los
resultados obtenidos del analisis con la técnica SCSA de muestras seminales de
pacientes de clinicas de reproduccion asistida espafiolas. Se trato de un estudio

retrospectivo descriptivo donde se analizaron los datos disponibles de los Gltimos 18
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meses, para posteriormente comparar los resultados con la bibliografia disponible, y

encontrar aplicaciones de la informacion obtenida.

Los resultados del analisis mostraron un 23,68% de pacientes con un %DFI
superior al 27%. Esto nos indica que aproximadamente una cuarta parte de las muestras
analizadas presentaron un porcentaje patoldgico de fragmentacion, encontrdndonos con
valores extremos de incluso el 100% de fragmentacion total (%DFI). Esto concuerda
con algunos resultados anteriores, obtenidos del estudio de pacientes de centros de
medicina reproductiva. En estos estudios, aproximadamente un 26% de los pacientes
mostraron un valor de DFI total superior al umbral (Oleszczuk et al., 2013; Smit et al.,
2007). Nuestro estudio ademés mostrd la existencia de una asociacion entre el
porcentaje de DFI total y el %DFIh, con un 65,54% de muestras con alto %DFI y alto
%DFIh, algo esperable teniendo en cuenta que el %DFIh es parte del DFI total. Esta
relacién ya habia sido determinada anteriormente en semen de toro (Garcia-Macias et
al., 2007). En cuanto al %HDS o inmadurez espermética, nuestros resultados mostraron
solo un 7,2% de pacientes con valores superiores al punto de corte estipulado para este

parametro del 15%.

En general, la mayor parte de nuestras muestras tuvieron un %DFI y %HDS que
podriamos considerar como aceptables pero, en una tercera parte de los casos el estado
de la cromatina espermatica mostro claro indicio de patologia, algo que podria ser causa
de problemas de infertilidad. El estudio de la posible relacién entre fragmentacion total
y el %HDS o inmadurez espermatica dio como resultado una independencia entre
ambos factores, ya que menos del 1% de las muestras presentaron un alto porcentaje de
%DFI y %HDS a la vez. Sin embargo, a pesar de ser independientes entre si, por si
solos ambos defectos pueden afectar a la fertilidad y a los resultados de las técnicas de
reproduccion asistida. EI %DFI ha mostrado tener una relacion directa con los
pardmetros convencionales estudiados en el semen (Evgeni et al. 2014). En un estudio
de Virro et al. (2004), pacientes con un %DFI mayor de un 30% tenian 7 veces mas
posibilidades de presentar resultados anormales de los parametros seminales, y por lo
tanto ser identificados como “factor masculino”. La concentracion, motilidad y
morfologia fueron significativamente mas bajos en aquellas muestras con un
%DFI>30%. En cuanto al %HDS, aquellos pacientes con un porcentaje superior al 15%

presentaron 5 veces mas posibilidad de presentar anormalidades en el estudio de la

65



concentracion, motilidad y morfologia (Virro et al., 2004). Ademas, se ha relacionado
este pardmetro con una posible disminucién de las tasas de fertilizacion en FIV (Saleh et
al., 2003; Larson-Cook et al., 2003; Henkel et al.; 2004; Virro et al., 2004). En base a
estos estudios, podemos pensar por lo tanto que dentro de nuestro grupo de pacientes
con un porcentaje de dafio en el DNA considerado como patologico, la fragmentacion
podria no ser el unico factor relacionado con la infertilidad e ir relacionada con otras

alteraciones en el seminograma.

Por otro lado, en el estudio de Virro et al. (2004), los pacientes con %DFI1>30%
mostraron mayor probabilidad de presentar bajas tasas de desarrollo hasta blastocisto, y
por lo tanto mayores tasas de aborto, y menor probabilidad de un embarazo a término
(Virro et al., 2004). Bungum et al. (2004), compararon las tasas de embarazo, tanto en
ciclos de inseminacion artificial como en ciclos de FIV/ICSI, entre el grupo de varones
que con un %DFI>27% y/o %HDS>10%, y aquellos con un porcentaje inferior al punto
de corte para cada parametro. En los ciclos de IA, las tasas de embarazo clinico y de
nifilo nacido fueron cuatro veces inferiores en los varones con %DFI por encima del
27% ylo un %HDS superior al 10%, llegando a la conclusion de que el %DFI vy el
%HDS pueden tener valor predictivo del resultado del tratamiento por IA. Sin embargo,
en los ciclos de FIV/ICSI estas tasas practicamente no variaban. Desglosando los
resultados de FIV e ICSI, si observaron diferencias entre ambas técnicas, ya que en FIV
la tasa de embarazo era la mitad que en ICSI cuando el %DFI superaba el valor umbral.
Esta diferencia la atribuyeron a que en FIV, si los espermatozoides tienen altos
porcentajes de fragmentacion total o una menor condensacion de la cromatina, tendran
menor probabilidad de fertilizar el ovocito correctamente debido a la falta de
organizacion en su cromatina y a la imposibilidad de descondensarla para formar los
pronucleos. En ICSI el observador selecciona el espermatozoide que aparentemente
presenta mejor motilidad y morfologia, y por tanto tiene mucha probabilidad de ser el
de menor nivel de dafios en el DNA (Bungum et al., 2004; Virro et al., 2004; Morales et
al., 2007). Sin embargo, se ha demostrado que espermatozoides morfologicamente
normales pueden presentar altos porcentajes de fragmentacion en el DNA, de forma que
actualmente un 15% de los pacientes con problemas de fertilidad presentan un
seminograma considerado como normal (Cortés-Gutiérrez et al., 2007). De este modo,
podemos estar introduciendo un espermatozoide con un porcentaje de dafio en el DNA

muy alto sin saberlo.
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La fragmentacion del ADN espermatico es un parametro que se incluyo en el
estudio seminal de rutina hace relativamente poco tiempo. Tanto es asi que se ha
incluido por primera vez en la ultima edicién del manual de la OMS (Cooper et al.,
2010), donde se dedica una pequefia seccidn a este tema, aunque su determinacién no
esta incluida dentro de los ensayos de rutina recomendados. A pesar de ello, numerosos
autores han recomendado la aplicacion rutinaria del estudio de los dafios en el DNA
espermatico (Evenson et al., 2002; Aitken and De luliis, 2010), tras haberse
demostrado la clara relacion entre la presencia de dafios en el DNA y los parametros de
calidad seminal, asi como del éxito de las técnicas de reproduccién asistida. Ademas, la
presencia de dafios en el DNA constituye un factor de riesgo que atenta contra el
desarrollo normal de los embriones y posiblemente también de su descendencia (Curti,
2010).

Como se ha comentado previamente, distintos niveles de fragmentacion del
DNA espermatico y de condensacion de la cromatina se han relacionado con el fracaso
de determinadas técnicas de reproduccién asistida. Dependiendo del tipo de alteracién
que presente la muestra, se puede recomendar la aplicacion de una técnica u otra. En
una pareja donde el %DFI se sitla entre el 20% y 30%, el tiempo necesario para lograr
un embarazo seria mayor que en aquellas con un menor nivel de %DFI, y ésta
informacién puede ser Util en el asesoramiento de la pareja (Bungum et al., 2011).
Ademas, hoy en dia se tiende cada vez mas a la implantacion de estudios y protocolos
personalizados, por lo que es fundamental conocer el impacto que tiene cada parametro

en cada paciente.

Generalmente, en aquellas parejas donde el %DFI esta cercano al 30% o
presenta un porcentaje superior, debemos aconsejar la aplicacion de FIV o ICSI como
tratamientos de primera eleccion. La eleccion de la técnica dependera del estado del
resto de parametros seminales, aunque por norma general, la técnica de eleccion es la
ICSI por las altas tasas de éxito que ha mostrado en comparacion con otras técnicas
(Bungum et al., 2004; Virro et al., 2004; Evenson et al., 2002). En la Figura 30 se
muestra un ejemplo de arbol de decision para recomendar las técnicas méas adecuadas
para cada porcentaje de fragmentacion espermatica. Podriamos aplicar algunas de estas
recomendaciones al conjunto de pacientes analizados. En nuestro conjunto de pacientes,

dos tercios de las muestras mostraron un %DFI<27%, y un 90% de las mismas
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resultaron en un %HDS<15%. Estos pacientes, dependiendo del tiempo de esterilidad y
de la calidad del resto de pardmetros seminales, podrian seguir intentando conseguir un
embarazo natural (si el tiempo fuese superior a uno o dos afios se recomendaria la
inseminacion artificial, contando con una concentracion, motilidad y morfologia
aceptables). El resto de los pacientes irian claramente destinados a FIV o ICSI, ya que el
estado de la cromatina espermatica se situa en el rango patolédgico y probablemente
presenten problemas de fertilidad debido a esta causa. La técnica de eleccion entre estas
dos dependera principalmente de la concentracién, motilidad y morfologia de la muestra
(Bungum et al., 2011), y se realizaria posteriormente a la aplicacién de un método de

seleccion, como columnas de Anexina-V (Evgeni et al., 2014).

Dependiendo de la causa que genere el dafio en el DNA espermatico y el
porcentaje de fragmentacion, los pacientes podrian tener la posibilidad de disminuir este
porcentaje de dafio. De forma general, en primer lugar se realiza un estudio analitico y
un seminograma a cada paciente, del cual podemos obtener un resultado normal o
anormal. En funcion de éste resultado, se siguen una serie de directrices, que pueden
seguirse en la tabla diagnostica con los posibles tratamientos en funcion de la causa del
dafio en el DNA vy el porcentaje del mismo mostrada en la Figura 31 (Evgeni et al.,
2014). En caso de que el paciente curse con leucocitospermia o varicocele, y éstas
patologias sean las causantes de los altos porcentajes de dafio en el DNA, la solucion
seria el tratamiento con antibidticos especificos y personalizados, o la cirugia reparadora
respectivamente (Evgeni et al.,, 2014; Kadioglu et al., 2014). Posterior a este
tratamiento, se repetiria el andlisis seminal completo, incluido el andlisis de
fragmentacion espermatica. Si la causa de fallos en la aplicacion de las técnicas de
reproduccion asistida fuesen los altos porcentajes de fragmentacion del DNA y no se
encuentren causas concretas, deberiamos analizar en profundidad al paciente para saber
qué solucidn es la mas conveniente en su caso. Desafortunadamente, no contamos con
datos sobre la casuistica de las alteraciones en el DNA dentro de nuestro grupo de
pacientes, por lo que seria interesante hacer estudios futuros con el fin de comparar los
resultados en funcion de la causa del dafio. Ademas, en caso de que los pacientes fuesen

tratados, también podriamos comprobar la eficacia del tratamiento aplicado.

Por lo general, si el %DFI es inferior a un 30% Yy la calidad seminal no permite

un embarazo natural o la fertilizacion por inseminacion artificial, podemos aplicar

68



técnicas como la FIV o ICSI con una probabilidad aceptable de éxito (Bungum et al.,

2004; Virro et al., 2004). Sin embargo, para el tercio de la poblacién de nuestro estudio

con graves dafios en el DNA, cuya Unica posibilidad seria la FIV o la ICSI, las

probabilidades de éxito en la aplicacion de estas técnicas de reproduccion asistida son

mucho mas bajas segun los datos publicados (Bungum et al. 2004). En este caso, habria

que afiadir a la aplicacion de éstas técnicas posibles tratamientos cuya eficacia ain no ha

sido totalmente demostrada (Cortés-Gutiérrez et al., 2007).
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Figura 30: Diagrama de flujo que muestra las técnicas recomendadas para pacientes con un
determinado porcentaje de DFI (Bungum et al., 2011).
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con la fragmentacion del DNA (Evgeni et al., 2014).
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Uno de los posibles tratamientos seria la administracion de suplementos
nutricionales como son vitaminas y antioxidantes. Se ha demostrado que el tratamiento
con vitamina C y vitamina E durante dos meses reduce el porcentaje de fragmentacion
de DNA de los pacientes sometidos al mismo en comparacion con aquellos que
recibieron placebo (Greco et al., 2005). En pacientes con oligoastenoteratozoospermia
idiopatica (IOAT), la solucién podria estar en la administracion de FSHr, ya que su
aplicacion durante 90 dias mostrd una reduccion de los valores de fragmentacién del
DNA espermatico (Colacurci et al., 2012). Otras posibles soluciones podrian ser el
cambio de los habitos de vida, llevar una dieta sana, dejar de fumar, disminuir el
consumo de alcohol, reducir la exposicion al calor testicular, o reducir la exposicion a
toxicos ambientales (Cortés-Gutiérrez et al., 2007; Evgeni et al., 2014).0Otro factor
importante es la edad. Mokovtsev et al. (2006), en un estudio realizado en pacientes del
Laboratorio de Andrologia del Hospital Monte Sinai, demostraron que la media de
%DFI en pacientes mayores de 45 afios era practicamente el doble en comparacion con
hombres de menor edad (32,0% y 15,2% respectivamente) (Moskovtsev et al., 2006).
Otros estudios en pacientes de clinicas de reproduccion asistida han corroborado esta
tendencia (Singh et al., 2003; Vagnini et al., 2007). La edad es un factor que afecta a
toda la poblacion, y no se ha encontrado solucién ante su efecto. De todas formas, puede
haber una gran variabilidad entre individuos también respecto a este factor. A pesar de
existir ciertas esperanzas en el tratamiento de pacientes con altos porcentajes de dafio en
el DNA, es fundamental el estudio individual de cada paciente, con el fin de poder
detectar el impacto real que cada parametro tiene sobre el mismo, y encontrar asi la
mejor solucion. La aplicacion de protocolos y estudios personalizados, asi como la
terapia acomodada a las necesidades de cada paciente sera la garantia del éxito futuro de

las técnicas de reproduccién asistida.

La prueba SCSA es un ensayo de naturaleza no invasiva con una alta
sensibilidad y repetitividad a la hora de identificar dafios en el DNA espermatico. La
realizacion de esta prueba en una muestra de semen antes de someter al paciente a FIV o
ICSI puede ofrecer a las parejas informacion acerca de sus posibilidades reales de éxito,
algo que no podriamos obtener con un analisis seminal de rutina como un seminograma.
Se debe destacar no sélo la solidez de la prueba en cuanto a su sensibilidad y
repetitividad, sino también la capacidad para proporcionar ocho variables relacionadas

con la fragmentacion del DNA y la condensacion de la cromatina. Por este motivo, la
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técnica SCSA hace una sélida contribucién al perfil de analisis seminal y puede ser una
herramienta diagndstica y prondstica efectiva en la evaluacion de la fertilidad

masculina, por lo que deberia incluirse en cualquier estudio de calidad seminal.

6. Conclusiones

1.- Los resultados del analisis realizado mostraron que los dafios en el DNA
espermatico son un factor de riesgo que afecta aproximadamente a un tercio de la

poblacion que acude a clinicas de reproduccién asistida.

2.- Los dafios presentes en el DNA pueden deberse a un alto porcentaje de
fragmentacion (%DFI), a un alto porcentaje de espermatozoides inmaduros (%HDS), o
a la presencia de ambos. En nuestro estudio, en muy pocos casos se dio coincidencia de

ambos parametros, llegando a la conclusion de que son factores independientes entre si.

3.- El estudio del impacto de la alta fragmentacion (%DFIh) en cada categoria de %DFI
dio como resultado una relacion entre ambos parametros. Sin embargo, se encontraron
muestras con un %DFI inferior al considerado como patolégico, y un alto %DFIh. Estos
pacientes deberian someterse a un seguimiento con el fin de descartar posibles

alteraciones ocasionadas por este hecho.

4.- La técnica SCSA es una prueba objetiva, rapida y segura, con un gran potencial
prondstico y diagndstico, por lo que deberia incluirse en cualquier estudio de calidad

seminal.

5.- La presencia de DNA fragmentado en el espermatozoide puede tener un origen
multifactorial, por lo que una de las lineas prioritarias de investigacion deberia centrarse
en comprender cuéales son los mecanismos reales implicados en el inicio de este
proceso. Por otro lado, es necesario conocer bajo qué circunstancias este factor afecta a
la fertilidad de cada individuo, y personalizar y hacer efectivos los tratamientos y

terapias.
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