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Fragmentacion del ADN espermatico: mecanismos de origen,
repercusion en los resultados reproductivos y analisis*

Denny Sakkas, Juan G Alvarez

Actualmente, la fragmentacion del ADN en el espermatozoide se ha convertido en un punto focal para el diagnostico
y tratamiento de la infertilidad. Conocer los mecanismos que inducen el daiio puede ayudarnos a lograr mejores
tratamientos y a analizar las posibilidades de embarazo.

Hoy dia, ademas de existir varias pruebas diagnosticas, también se han desarrollo y aplicado algunas técnicas
para seleccionar espermatozoides, las cuales deben ser del conocimiento general.

RESUMEN

Objetivo: revisar los mecanismos responsables de la fragmentacion del ADN en los espermatozoides humanos, incluidos los que
ocurren durante la espermatogénesis y el transporte a través del aparato reproductivo. Los mecanismos examinados incluyen: apop-
tosis en el epitelio de los tubulos seminiferos, defectos en la remodelacién de la cromatina durante el proceso de espermiogénesis,
dafio al ADN inducido por radicales de oxigeno durante la migracion de los espermatozoides desde los tubulos seminiferos hacia
el epididimo, activacion de las caspasas y endonucleasas espermaticas, dafio inducido por quimio y radioterapia y el efecto de los
tédxicos ambientales. También se discuten las diferentes pruebas utilizadas actualmente para el analisis de fragmentacion de ADN
espermatico y los factores que determinan el valor predictivo de la prueba de fragmentacién de ADN espermatico y sus implicaciones
en el diagndstico y tratamiento de la infertilidad. Finalmente, también se escudrifia como las roturas de las cadenas de ADN en el
genoma embrionario o las modificaciones de nucleétidos del ADN heredados del genoma paterno podrian afectar al embrién y la
descendencia. En particular se discute cémo los espermatozoides anormales pueden ser tratados por el ovocito y como las anorma-
lidades en el ADN espermatico —que no hayan sido reparadas satisfactoriamente por el ovocito después de la fertilizacion— pueden
interferir con el desarrollo embrionario y fetal normal.

Conclusiones: el ADN espermatico puede modificarse a través de varios mecanismos. La integridad del genoma paterno es, por tanto,
de suma importancia en el inicio y mantenimiento de un embarazo viable en la concepcién natural y en un procedimiento asistido de
reproduccion. La necesidad de diagnosticar los espermatozoides a nivel nuclear es un area que requiere mayor conocimiento para
mejorar el tratamiento de la pareja infértil.

Palabras clave: fragmentacion de ADN, fertilizacion in vitro, radicales de oxigeno, estrés oxidativo, caspasas, endonucleasas, qui-
mioterapia, radiacion ionizante.

ABSTRACT

Objective: To review the mechanisms responsible for DNA fragmentation in human sperm, including those occurring during sper-
matogenesis and transport through the reproductive tract. The mechanisms examined include: apoptosis in the seminiferous tubule
epithelium, defects in chromatin remodeling during the process of spermiogenesis, oxygen radical-induced DNA damage during sperm
migration from the seminiferous tubules to the epididymis, the activation of sperm caspases and endonucleases, damage induced
by chemotherapy and radiotherapy, and the effect of environmental toxicants. The different tests currently used for sperm DNA frag-
mentation analysis and the factors that determine the predictive value of sperm DNA fragmentation testing and their implications in
the diagnosis and treatment of infertility are also discussed. Finally, we also scrutinize how the presence in the embryonic genome of
DNA strand breaks or modifications of DNA nucleotides inherited from the paternal genome could impact the embryo and offspring.
In particular we discuss how abnormal sperm could be dealt with by the oocyte and how sperm DNA abnormalities, which have not
been satisfactorily repaired by the oocyte after fertilization, may interfere with normal embryo and fetal development.
Conclusion(s): Sperm DNA can be modified through various mechanisms. The integrity of the paternal genome is therefore of para-
mount importance in the initiation and maintenance of a viable pregnancy both in a natural conception and in assisted reproduction.
The need to diagnose sperm at a nuclear level is an area that needs further understanding so that we can improve treatment of the
infertile couple.

Key words: DNA fragmentation, in vitro fertilization, oxygen radicals, oxidative stress, caspases, endonucleases, chemotherapy,
ionizing radiation.
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os espermatozoides con dafio en el ADN

son capaces de fertilizar de manera eficiente

un 6vulo.'”® Sin embargo, la pregunta sigue

siendo cuéles son los efectos mas probables

en el desarrollo embrionario y fetal normal cuando el
genoma paterno introduce nucledtidos o ADN con da-
fios que no han sido reparados por el ovocito después
de la fertilizacion.*” Una cantidad relativamente alta
de mujeres no logra tener un embarazo a pesar de la
ausencia aparente de un factor masculino o femenino
de infertilidad. Es probable que muchas de estas parejas
tengan un factor masculino de infertilidad de tipo geno-
mico, el cual puede incluir dafio en el ADN espermatico,
alteraciones meioticas o aneuploidia espermatica. Sin
embargo, la capacidad del ovocito y del embrién humano
de reparar el dafio al ADN es poco conocida y nuestro
conocimiento actualmente se limita a un cierto numero
de estudios de expresion genética que muestran que el
embrion y el ovocito estan equipados con mecanismos
para hacer frente a algunas anomalias en el ADN pa-
terno.®’ Primero, la capacidad del ovocito de iniciar la
reparacion depende, en gran medida, de la calidad cito-
plédsmica y gendmica del ovocito, la cual es afectada de
manera importante por el aumento de la edad. Segundo,
la calidad del ADN espermatico presente en un esper-
matozoide esta cada vez mas ligada a la edad paterna'®
y esto puede agravar ain mas la disminucion de la tasa
de embarazo observada en mujeres de edad avanzada.'!
Se ha postulado que, en embriones generados in vivo

e in vitro, la presencia por encima de un umbral critico
de dafio sin reparar en el ADN explica el bloqueo en el
desarrollo embrionario observado después de la implan-
tacion en embriones con un cariotipo normal. Estudios
recientes sugieren que este tipo de dafio se expresa du-
rante y después de la implantacion y se ha caracterizado
como efecto paterno tardio.'>!* También hay indicios
de altos niveles de dafio en el ADN en una muestra de
esperma con incapacidad para obtener blastocistos'* y se
cree que, entre la activacion posembrionaria del genoma

* Traducido de: Sakkas D, Alvarez JG. Sperm DNA fragmenta-
tion: mechanisms of origin impact on reproductive outcome,
and analysis. Fertil Steril 2010;93(4):1027-1036.
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y el estadio de blastocisto, se produce cierta pérdida de
embriones de preimplantacion.'>!6

El dafio en el ADN encontrado en el embrion no
siempre se relaciona con el dafio en el ADN en el esper-
matozoide que fertilizo el ovocito. Un nivel significativo
de anormalidades del ADN surge del ovocito. Si se toman
como ejemplo estudios de aneuploidia, los problemas en
el ovocito siguen siendo el factor que mas contribuye.!”!#
Las técnicas analiticas futuras pueden concentrarse en
el uso combinado de sondas cromosdmicas y pruebas
de fragmentaciéon de ADN en biopsias de embriones,
lo que permitiria un andlisis mas robusto, que incluya
no solo el diagnostico de enfermedades monogénicas y
aneuploidia, sino también el grado de dafio del ADN en
el embrion, lo que permitiria seleccionar embriones de
la mas alta calidad genomica. Otra estrategia potencial
para examinar si el dafio al ADN ha sido o no reparado
por el ovocito o el embridn seria mediante el analisis
de fragmentaciéon de ADN en células trofoblasticas
obtenidas mediante biopsia del blastocisto.

MECANISMOS DE FRAGMENTACION DEL ADN
ESPERMATICO

(Como ocurre el dafio al ADN espermatico? El dafio
al ADN en los espermatozoides puede afectar al ADN
mitocondrial y al ADN nuclear y puede ser inducido
mediante seis mecanismos principales. Estos pueden
ocurrir durante la produccion o el transporte de las cé-
lulas espermaticas e incluyen (Figura 1): /) apoptosis
durante el proceso de espermatogénesis; 2) roturas en
las cadenas de ADN producidas durante la remodela-
cion de la cromatina espermatica durante el proceso
de espermiogénesis; 3) fragmentacion postesticular del
ADN inducida principalmente por radicales de oxigeno
(incluidos el radical hidroxil y 6xido nitrico) durante el
transporte espermatico a través de los tubulos seminife-
ros y el epididimo; 4) fragmentacion del ADN inducida
por caspasas endogenas y endonucleasas, y 6) dafio al
ADN inducido por toxicos ambientales.

De estos seis mecanismos, el dafio postesticular du-
rante el transporte de los espermatozoides a través del
epididimo puede tener una participacion importante en
el origen de la fragmentacion del ADN espermatico.
Esto esta apoyado por informes previos que demuestran
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Figura 1. Mecanismos principales de induccion de dafio al ADN en espermatozoides durante la produccion o el transporte de las
células espermaticas: (i) apoptosis durante el proceso de espermatogénesis; (ii) roturas en las cadenas de ADN producidas durante
la remodelacion de la cromatina espermatica durante el proceso de espermiogénesis; (iii) fragmentacion postesticular del ADN in-
ducida principalmente por radicales de oxigeno durante el transporte espermatico a través de los tubulos seminiferos y el epididimo
(el aumento del dafio en el ADN esta indicado por el tamafio de los destellos rojos y el oscurecimiento gradual en el tracto); (iv)
fragmentacion del ADN inducida por caspasas enddgenas y endonucleasas; (v) dafio en el ADN inducido por radio y quimioterapia;

y (vi) dafio en el ADN inducido por toxicos ambientales.
Sakkas. Sperm DNA fragmentation. Fertil Steril 2010.

que la fragmentacion del ADN es mayor en el esperma
epididimal caudal y eyaculado'* en comparacion con
los espermatozoides testiculares. Informes recientes
confirmaron esta hipdtesis.?! Sin embargo, la pregunta
sigue siendo si las fallas durante la espermatogénesis han
hecho al esperma mas susceptible al dafio postesticular.

Induccion de la apoptosis durante el proceso de
espermatogénesis

Durante el proceso de espermatogénesis el mecanismo
de seleccion de células germinales gobernado por la
célula de Sertoli es responsable de la induccion de la
apoptosis en 50 a 60% de todas las células germinales

que entran en la meiosis . Estas células estan asignadas
con marcadores apoptoticos de tipo Fas y deben ser
fagocitadas y eliminadas por la célula de Sertoli con
la que estas células germinales estan asociadas.?*?* Sin
embargo, este mecanismo no siempre puede operar
eficazmente y un porcentaje variable de estas células ger-
minales defectuosas entra en el proceso de remodelacion
espermatica durante la espermiogénesis y posteriormente
aparecen en la eyaculacion. En relacion con la falla de
este mecanismo de seleccion, los resultados de un estudio
reciente de Burrello y coautores? sugieren que existe una
disociacion entre la calidad gendmica en la célula germi-
nal y la remodelacion espermatica que ocurre durante el
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proceso de espermiogénesis. Es decir, una célula germinal
puede tener su nticleo “desorganizado” por la apoptosis
o ser aneuploide y, atn asi, los espermatozoides tendran
una morfologia normal. Por tanto, cuando un esper-
matozoide con morfologia normal es microinyectado
no necesariamente significa que la calidad genémica
también es normal. De manera interesante, reciente-
mente se propuso que el mecanismo de apoptosis en la
espermiogénesis puede estar menos relacionado con el
de muerte celular, pero ser mas responsable del proceso
de “desprendimiento” del citoplasma en los estadios
finales de la maduracion espermatica.?

Se ha demostrado que en hombres con oligospermia,
la probabilidad de que un espermatozoide con morfolo-
gia normal sea aneuploide es mucho mayor que cuando
el hombre es normospérmico.?® Probablemente esto esta
relacionado con la detencion parcial de la maduracién
asociada con alteraciones meioticas. El hecho de que
un porcentaje variable de espermatozoides en la eya-
culacion exprese marcadores apoptoticos, por ejemplo,
Fas, fosfatidilserina, Bcl-X , p53,”7" indica que este
fenémeno podria ser utilizado para seleccionar esperma-
tozoides no apoptéticos a partir de muestras de semen.>!
Un método introducido recientemente con este propdsito
es el uso de microesferas anexina-V-conjugadas (ANMB
Microbead Kit; Miltenyl Biotec, Alemania). El principio
en el que se basan estas columnas es que los esperma-
tozoides apoptdticos expresan fosfatidilserina en la
hoja externa de la membrana espermatica y se fijan a la
anexina-V. Cuando se aplica un campo magnético a las
columnas, los espermatozoides unidos a anexina-V se
conjugan con las microesferas magnéticas y son reteni-
dos en la columna, mientras que los espermatozoides no
apoptoticos pasan a través de la columna.??

Roturas de ADN durante el proceso de
espermiogénesis

Las alteraciones en la reestructuracion de la cromatina
durante el proceso de espermiogénesis puede resultar
en la fragmentacion del ADN. McPherson y Longo*-3*
postularon que la existencia de cortes de ADN en los
espermatozoides eyaculados puede ser un indicador de
una maduracion incompleta durante la espermiogénesis.
Postularon que el empaquetado de cromatina puede re-
querir la actividad de nucleasas enddgenas para crear y

ligar cortes que facilitan la protaminacion. Se cree que
estos cortes proporcionan alivio a la tension torsional
para ayudar al arreglo de la cromatina durante el reem-
plazo de las histonas por protaminas y se cree que ocurre
el mismo procedimiento en humanos.*® Las alteraciones
en el control de este proceso pueden resultar en ano-
malias en el empaquetamiento de la cromatina o cortes
no reparados de ADN. Estas roturas de ADN ocurririan
antes de la espermiacion y es probable que los hagan
mas susceptibles al ataque postesticular.

Fragmentacion postesticular de ADN espermatico

Estudios recientes muestran que los espermatozoides
inmaduros, los cuales producen altos niveles de ROS,
pueden inducir dafio en el ADN de espermatozoides
maduros. Este dafio se produciria después de la esper-
miacion durante la comigracion de espermatozoides
maduros e inmaduros desde los tubulos seminiferos
hacia la cola del epididimo.?® Aunque la vida media de
ROS es del orden de nanosegundos a microsegundos,
debido a que los espermatozoides estan altamente
comprimidos en el epididimo, esto facilitaria el dafio
al ADN inducido por ROS. El ROS puede daiiar el
ADN espermatico directa o indirectamente a través
de la activacion de caspasas y endonucleasas esper-
maticas. Esto es consistente con el hecho de que
la cocentrifugacion de espermatozoides inmaduros
(que producen altas concentraciones de ROS) con
espermatozoides maduros resulta en la induccion de
fragmentacion de ADN espermdtico en espermato-
zoides maduros, debido a que bajo estas condiciones,
los espermatozoides maduros e inmaduros estan en
contacto estrecho.?” Esto también es consistente con
el hecho de que la exposicidn in vitro de los esperma-
tozoides maduros a ROS resulta en dafio significativo
al ADN.33% Asimismo, las células epiteliales del epi-
didimo también podrian desempefiar un papel activo
en el dafio al ADN inducido por ROS, /) a través de
ROS, como el radical hidroxil o el 6xido nitrico* 0 2)
através de la activacion de caspasas y endonucleasas
espermaticas mediante factores fisicoquimicos, como
temperatura alta*’ y factores ambientales.*! En el pri-
mer caso, este dafio tedricamente podria prevenirse
con el consumo de antioxidantes, mientras que en
el segundo caso este tratamiento no seria efectivo.
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Esto esta apoyado por el estudio de Greco y cola-
boradores!’ en el que el consumo de antioxidantes
resultd en reduccidn significativa de los niveles de
fragmentacion del ADN espermatico. Sin embargo,
debe tenerse cuidado cuando se utiliza terapia antioxi-
dante. Se informo6 que algunos antioxidantes, como
la vitamina C, pueden aumentar la compactacion de
cromatina reduciendo el entrecruzamiento disulfuro
en las protaminas espermaticas.*

Lo mas probable es que los espermatozoides con
niveles mayores de dafio al ADN serian los que ad-
quieren niveles menores de entrecruzamiento disulfuro
en su cromatina espermatica durante el proceso de
maduracion espermatica en el epididimo. Una caracte-
ristica interesante que ha surgido de estudios recientes
es que, en general, el grado de fragmentacion del ADN
espermatico en espermatozoides eyaculados es mas
alto que en los espermatozoides testiculares'®** y en los
espermatozoides del cuerpo y la cola del epididimo —que
son precisamente donde se lleva a cabo el proceso de
entrecruzamiento disulfuro— y que la induccion de la
fragmentacion del ADN espermatico en el epididimo
podria estar relacionada con su calidad genémica. Es
decir, ademas del mecanismo de seleccion ejercido por
la célula de Sertoli durante el proceso de espermatogéne-
sis, habria otro mecanismo de seleccion en el epididimo
dirigido a eliminar los espermatozoides defectuosos
gendémicamente.?!

El dafio potencial que los espermatozoides pueden
experimentar durante el paso a través del epididimo
podria limitarse eliminandolos antes de ese paso. Esto
tiene mayor importancia clinica en los casos de nive-
les altos de fragmentacion del ADN en el semen y de
fracaso repetido de la FIV, donde podria recurrirse al
uso de espermatozoides testiculares obtenidos por la
extraccion de esperma testicular (TESA o TESE, por
sus siglas en inglés); preferentemente TESA, ya que
es menos invasivo y tendria mayor aceptacion por el
ginecologo y la paciente. Esto esta apoyado por los re-
sultados informados por Greco y colaboradores,'® en los
que la microinyeccion de espermatozoides testiculares
en pacientes que previamente mostraron falla con su
esperma eyaculado, con niveles de fragmentacion de
ADN en semen >15%, medido por etiquetado terminal
Tdt-dUTP-mediado (TUNEL, por sus siglas en inglés),

resultd en una tasa de embarazo clinica de 44.4% com-
parada con una tasa de embarazo clinica de 0% con
espermatozoides eyaculados.

La fragmentacion de ADN espermatico inducida
por el radical hidroxil y la radiacién ionizante causa la
formacion de 8-OH-guanina y 8-OH-2’-desoxiguano-
sina (8-OHdG) en un primer estadio y posteriormente,
fragmentaciéon monocatenaria del ADN.* Ademas, la
formacion del radical hidroxil puede resultar en la induc-
cion de dafo bicatenario al ADN espermatico mediante
la activacion de caspasas y endonucleasas espermaticas.
Aunque el dafio del primer tipo puede ser reparado por el
ovocito o el embriodn, la fertilizacion de un ovocito por un
espermatozoide con fragmentacion bicatenaria extensa
del ADN es practicamente no reparable ¢ incompatible
con el desarrollo embrionario y fetal normal.

Activacion de caspasas y endonucleasas

La activacion de caspasas y endonucleasas espermati-
cas por radicales de oxigeno y factores fisicoquimicos
también puede inducir fragmentacion del ADN. Estudios
previos indican que la exposicion del esperma de raton a
una temperatura de 40°C aumenta significativamente la
fragmentacion del ADN espermatico.* Recientemente,
Banks y colaboradores*® demostraron la induccion de
fragmentacion del ADN espermatico después de la ex-
posicioén in vivo de testiculos de ratdon a una temperatura
de 42°C. Debido a que el aumento en la fragmentacion
del ADN espermadtico observada en estos ratones ocurrio
dentro de una hora después de la exposicion al calor,
los investigadores concluyeron que el dafio observado
debe haber ocurrido en el epididimo y podria haber
sido causado por ROS o por la activacion de caspasas
y endonucleasas espermaticas. Si se considera que los
nucleos del esperma de ratéon estdn empaquetados mas
homogéneamente, la probabilidad de que el esperma
humano sea susceptible al calor es mucho mayor, debi-
do a las menores concentraciones de protaminas en los
ntcleos y a la mayor heterogeneidad del empaquetado
nuclear.*

Fragmentacion del ADN inducida por quimioterapia
y radioterapia

Se reporto que la exposicion a quimioterapia y radiotera-
pia puede resultar en la induccion de fragmentacion del
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ADN espermatico. Se cree que los tratamientos contra
el cancer afectan negativamente la fertilidad masculina
y que la reduccién en la produccion de espermatozoides
surge de los efectos citotoxicos de la quimio o radio-
terapia en el epitelio espermatogénico.’’” Aunque en
pacientes con cancer el examen del ADN espermatico
ha sido limitado, un estudio reciente de O’Flaherty y co-
laboradores*® encontrd que la integridad y compactacion
del ADN espermatico estaban afectadas en pacientes
con cancer testicular y linfoma de Hodgkin antes de la
quimioterapia. Al examinar las diferentes técnicas de
evaluacion del dafio al ADN los investigadores conclu-
yeron que aunque el ensayo de estructura de cromatina
espermatica (SCSA, por sus siglas en inglés), el TUNEL
y el ensayo cometa detectaron dafio en el ADN, este
ultimo era Optimo para ser utilizado en pacientes con
cancer. Se cree que una combinacion del ensayo come-
ta con pruebas que evaluan la compactacion del ADN
espermatico, tal como ensayos mBBr y CMA3 basados
en citometria de flujo, es una estrategia confiable para
caracterizar la calidad de la cromatina espermatica en
pacientes con cancer al momento del almacenamiento
de esperma.

Daio al ADN inducido por téxicos ambientales

Estudios previos proporcionaron evidencia de una
asociacion entre la exposicion a niveles altos de con-
taminacion del aire y aumento en el dafio al ADN en
espermatozoides humanos. En un estudio reciente,
Rubes y colaboradores* ampliaron estas observaciones
y abordaron la hipotesis de que los hombres que son
homocigotos nulos para la glutation-S-transferasa M1
son menos capaces de detoxificar metabolitos reactivos
de hidrocarburos aromaticos policiclicos carcindgenos
encontrados en la contaminacion del aire. Por con-
siguiente, estos hombres son mas susceptibles a los
efectos de la contaminacion del aire en la cromatina
espermatica. Con un disefio de estudio longitudinal en
el cual los hombres proporcionaron muestras de semen
durante periodos de contaminacion de aire baja (basal) y
episodicamente alta, los investigadores encontraron una
asociacion estadisticamente significativa entre el geno-
tipo nulo para glutation-S-transferasa M1 y el aumento
de la fragmentacion del ADN espermatico. Ademas, los
hombres con genotipo nulo para glutation-S-transferasa

M1 también mostraron niveles mas altos de fragmenta-
cion del ADN espermatico en respuesta a la exposicion
a contaminacion intermitente del aire.*!

PRUEBAS DE FRAGMENTACION DEL ADN

Durante las pasadas dos décadas se introdujo una serie
de pruebas para el analisis de la fragmentacion del ADN
espermatico. Estas pruebas incluyen TUNEL,* cometa,*
CMA3,5" traduccidn de cortes in situ,*>, DBD-FISH
(hibridacién in situ de fluorescencia para deteccion de
roturas de ADN), prueba de dispersion de cromatina
espermatica (SCD, por sus siglas en inglés)** y SCSA.3#
Un aspecto importante en el analisis de la fragmenta-
cion del ADN espermatico es la pregunta relacionada
con el tipo de roturas producidas en las cadenas de
ADN, por ejemplo, si las roturas son mono o bicatena-
rias y si requieren un paso inicial de desnaturalizacion
para detectar roturas en el ADN, como el SCSA,
SCD,** o el cometa, con un pH acido o alcalino.”
De hecho, cuando el dafio al ADN se observa bajo
condiciones acidas o alcalinas —y no bajo condiciones
de pH neutro— deberiamos estar hablando de sitios de
ADN A4cido-alcalino labiles.!® Asimismo, las pruebas
TUNEL,* de traduccién de cortes in situ (ISNT, por
sus siglas en inglés)*® y el ensayo cometa a pH neutro®
no requieren un paso inicial de desnaturalizacion y, por
tanto, miden las roturas monocatenarias (ISNT, TUNEL
y cometa) o bicatenarias (TUNEL y cometa) directa-
mente. Debido a que el pH intracelular en el ovocito
es de alrededor de 7.0,°"%2 las roturas monocatenarias
de ADN o los sitios acido-alcalino labiles no deben
ser de consecuencias significativas en la formacion
del prontcleo masculino, ya que a un pH neutro las
cadenas de ADN no se disociarian y, por tanto, este
tipo de dafio seria més facil de reparar que el dafio
bicatenario en el ADN.

Por tanto, como un primer examen, podriamos
considerar dos tipos de pruebas: /) pruebas que mi-
den el dafio al ADN directamente, como TUNEL,
ISNT, o cometa a pH neutro, y 2) pruebas que miden
el dafio al ADN después de la desnaturalizacion,
como SCSA, SCD y cometa a pH acido o alcalino.”
Un estudio reciente reportado por Borini y colabora-
dores" mostré que los valores de fragmentacion del
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ADN espermatico en alicuotas de los mismos esper-
matozoides utilizados para FIV, valorados mediante
TUNEL, se correlacionaron significativamente con
el resultado del embarazo. Esto tiene un marcado
contraste con los resultados reportados por Bungum
y colaboradores,® quienes no encontraron correlacién
entre los valores de fragmentacion del ADN esper-
matico en las muestras utilizadas para FIV, medidos
por la prueba SCSA, y el resultado del embarazo.
Es importante observar que aunque la prueba TUNEL
se utiliza frecuentemente para la determinacion de la
apoptosis celular, la positividad del TUNEL no es si-
nénimo de apoptosis, ya que el dafio al ADN inducido
por el radical hidroxil o la radiacion ionizante también
causa fragmentacion del ADN que puede ser detectada
como un resultado positivo por la prueba TUNEL.% El
concepto reportado en muchos articulos de evaluacion
del ADN espermatico que establece que la prueba
TUNEL se asocia con la apoptosis es una gran sobre-
estimacion de la capacidad de esta prueba.

Hasta la fecha, la prueba estudiada mas extensamen-
te desde el punto de vista clinico es la prueba SCSA,
desarrollada por Evenson y colaboradores.’*3%65-%8 La
prueba SCSA, segun Evenson, mide la susceptibilidad
del ADN a la desnaturalizacion después de la expo-
sicion a un acido débil. EI ADN de espermatozoides
con una estructura de cromatina normal no se desna-
turaliza, mientras que si el ADN esta algo dafiado y
contiene roturas en las cadenas de ADN, éste puede
alcanzar diferentes grados de desnaturalizacion. Para
determinar el grado de desnaturalizacion del ADN
espermatico, después del tratamiento con un acido
débil, las células espermaticas son tefiidas con naranja
de acridina. Debido a que el naranja de acridina es
un fluorocromo metacromatico, muestra fluores-
cencia verde cuando esta intercalado entre ADN
bicatenario intacto y muestra fluorescencia roja
en ADN monocatenario. El grado de dafio al ADN es
medido por citometria de flujo y se expresa como indice
de fragmentacion del ADN o IFA. Estudios previos
indican que un valor IFA > 27% se asocia con falla de
embarazo en tecnologia de reproduccion asistida.’”*
Sin embargo, como se indico, informes recientes de-
safian el valor predictivo de la prueba SCSA.>7" Sin
embargo, debe advertirse que la prueba SCSA se ha

sometido a mayor escrutinio que otras pruebas y que
otros estudio clinicos pueden revelar limitaciones en
otras pruebas, como las pruebas TUNEL y SCD/Halo.

VALOR PREDICTIVO DE LAS PRUEBAS DE
FRAGMENTACION DE ADN ESPERMATICO

El valor predictivo de las pruebas de fragmentacion del
ADN espermatico depende de una serie de factores.
Estos incluyen:

1. Tipo de daiio al ADN: daiio monocatenario versus
bicatenario al ADN. Como aproximacion general,
el dafio monocatenario al ADN es de mejor pro-
noéstico y mas facil de reparar que el dafio bicate-
nario al ADN. Como se comentd, la fragmentacion
monocatenaria del ADN puede ser causada por
cortes en el ADN no reparados durante el proceso
de remodelacion de la cromatina. También podria
estar causada por dafio inducido por radicales de
oxigeno. El dafio bicatenario al ADN habitualmente
es causado por apoptosis, hidrdlisis por caspasas y
endonucleasas, y por dafio inducido por radicales
de oxigeno mediante la activacion de caspasas y
endonucleasas. La extension del dafio bicatenario al
ADN inducido por radicales de oxigeno durante el
paso de los espermatozoides a través del epididimo
puede estar determinada no so6lo por los niveles de
radicales de oxigeno producidos por espermatozoi-
des inmaduros, células epiteliales de epididimo o
leucocitos activados, sino también por los niveles
de enzimas antioxidantes presentes en la luz del
epididimo.*

2. Porcentaje de espermatozoides con daiio en el
ADN. A la fecha la mayor parte de los estudios han
analizado este aspecto de la relacion entre la fertili-
dad y el dafio al ADN espermatico. En general, los
resultados apuntan a mayor utilidad de las pruebas
de ADN espermatico en relacion con la concepcion
natural e inseminacién intrauterina antes que los
tratamientos de tecnologia de reproduccion asistida,
como FVI normal e inyeccidn intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSI, por sus siglas en in-
glés).”” Es importante tener en cuenta que la cali-
dad del ADN espermatico en los espermatozoides
utilizados en la fertilizacion es el unico factor im-
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portante. En las técnicas, como FIV o ICSI, aunque
un alto porcentaje de espermatozoides de la muestra
puede tener ADN dafiado, todavia puede selec-
cionarse un espermatozoide “sin dafio al ADN”.
Se requiere comprender mejor la extension del
dafio al ADN en espermatozoides individuales y la
forma en que diferentes técnicas de procesamiento
espermatico pueden eliminar espermatozoides con
dafio al ADN.

Extension del daiio al ADN por espermatozoide.
Las principales cuestiones que no se han probado
en humanos son: /) ;Cudl es el grado de daio al
ADN en un espermatozoide individual? y 2) ;A
cuanto dafio al ADN espermatico puede hacer frente
un ovocito? En estudios con ratones se demostro
una correlacion entre cantidades cada vez mayores
de inductores de dafio al ADN (calor y radiacion)
y el resultado reproductivo.”” Por ejemplo, los
estudios de Ahmadi y Ng’*”> mostraron que se
alcanzaban tasas de fertilizacion de alrededor de
60% cuando los espermatozoides fueron sometidos
a0,5,10,50y 100 GY. Sin embargo, ¢l desarrollo
del blastocisto disminuy6 de 49.8% en el grupo
control a 2.3% con espermatozoides expuestos a
dosis de 5-100 GY. De los blastocistos transferidos
en el grupo control, 33.9% se convirtieron en fetos
vivos, mientras que estas tasas fueron de 20 y 0%
cuando los espermatozoides se expusierona dosis
de 5y 10 GY. Los investigadores concluyeron que
el desarrollo embrionario y fetal estda mucho mas
relacionado con el grado de dafio al ADN y que el
ovocito tiene la capacidad de reparar el dafio al ADN
espermatico cuando esta dafiado en menos de 8%.
Si existe daiio combinado de nucledtidos y fragmen-
tacion del ADN. El dafio postesticular al ADN es-
permatico inducido por el radical hidroxil o después
de la exposicion a radiacion ionizante esta asociado
con el dafio a nucledtidos del tipo 8-OHdG. Como
se indicd previamente, con este tipo de dafio, en un
primer estadio el dafio producido es de tipo 8-OHdG,
seguido de la fragmentacion bicatenaria del ADN que
puede estar mediada por caspasas y endonucleasas.
Las implicaciones del dafio combinado de nucle6ti-
dos y la fragmentacion de cadenas de ADN es que,
ademas de su valor diagnostico (el dafio inducido

por radicales de oxigeno es sensible al tratamiento
antioxidante), puede tener un peor prondstico, ya
que la mayor parte de las células espermaticas sera
afectada por uno u otro tipo de dafio.

Si el daiio al ADN afecta intrones o exones. Mas
de 90% del ADN esta compuesto de intrones. Por
consiguiente, la probabilidad de que el dafio al
ADN afecte los exones, que son las secuencias que
codifican proteinas, es relativamente baja. Por tanto,
la pregunta es si la mayor parte del dafio al ADN es
de naturaleza arquitectdnica y si esto puede tener
implicaciones a largo plazo.

Capacidad del ovocito de reparar el daiio al ADN
espermatico en el espermatozoide que lleva a cabo
la fertilizacion. De los diferentes factores que tienen
repercusion en el valor predictivo de las pruebas
de fragmentacion de ADN espermatico, la capa-
cidad de reparacion del ADN que tiene el ovocito
posiblemente es el mas importante. El ovocito de
raton tiene la capacidad de reparar el dafio al ADN
espermatico,’® aunque esta capacidad es limitada y
puede variar de ovocito en ovocito e, incluso, entre
diferentes cohortes de ovocitos del mismo paciente
o de diferentes pacientes. También puede depender
de la edad de la mujer. Asimismo, la capacidad del
ovocito de reparar el dafio al ADN espermatico en
el espermatozoide encargado de la fertilizacion
también depende del tipo de dafio al ADN. Como
se indicd, el dafio al ADN espermatico puede cla-
sificarse como mono y bicatenario. En general, el
dafio monocatenario al ADN es mas facil de reparar
que el dafio bicatenario, aunque existe evidencia
de que las polimerasas también pueden reparar el
dafio bicatenario al ADN.” Por consiguiente, aun
si el espermatozoide encargado de la fertilizacion
tuviera dafio al ADN en su genoma, el ovocito po-
dria reparar este dafio y, por tanto, seria irrelevante
para el desarrollo embrionario y fetal. Sin embargo,
no es posible determinar si el ovocito seria capaz de
reparar este dafio. Ademas, las pruebas de fragmen-
tacion de ADN disponibles actualmente no pueden
proporcionar informacién sobre la “reparabilidad”
del dafio al ADN. Por consiguiente, hay dos niveles
de incertidumbre que no pueden resolverse con las
pruebas diagndsticas actualmente disponibles. Sin
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embargo, si postulamos que el dafio irreparable al
ADN espermatico no es compatible con el desa-
rrollo embrionario y fetal normal, en las parejas
en las que el hombre tiene fragmentacion del ADN
espermatico de tipo irreparable, no debe lograrse
un embarazo y la pareja acudiria a clinicas de in-
fertilidad con infertilidad de largo tiempo de evo-
lucidn o falla repetida del embarazo en tecnologia
de reproduccioén asistida sin causa aparente. Si la
fragmentacion del ADN espermatico es el factor
limitante, las estrategias dirigidas a disminuir los
niveles de fragmentacion de ADN deben mejorar el
resultado de embarazo en parejas sin causa aparente
de su problema de infertilidad.

Como se expuso, los reportes demostraron que el
dafio al ADN espermatico es significativamente menor
en los tubulos seminiferos en comparacion con la cola
del epididimo?"® o el esperma eyaculado,' y que el
uso de espermatozoides testiculares en parejas con
falla repetida para lograr un embarazo en tecnologia
de reproduccion asistida y alta fragmentacion del ADN
espermatico en semen resulté en aumento significativo
de las tasas de embarazo en estas parejas.!*” Ademas,
un informe reciente muestra que las tasas de embarazo
en los primeros ciclos de TESA-ICSI son relativamente
altas (Cuadro 1). Estos resultados son consistentes con
el concepto de que en parejas con infertilidad de larga
evolucion o falla repetida para lograr un embarazo con
tecnologia de reproduccion asistida sin causa aparente,
la fragmentacion del ADN espermatico podria ser el
factor limitante responsable de su falla de embarazo,
y que el uso de espermatozoides testiculares con nive-
les muy bajos de fragmentacion del ADN elimina del
ovocito la carga de reparacion de ADN del esperma-
tozoide encargado de la fertilizacion. Sin embargo, el
uso de esperma testicular puede no siempre solucio-
nar el problema, ya que el dafio al ADN espermatico
también puede ocurrir en el epitelio de los tabulos
seminiferos mediante apoptosis o deberse a defectos
en la remodelacion de la cromatina durante el proceso
de espermiogénesis. No obstante, en la mayoria de los
casos, el dafio al ADN espematico ocurre o aumenta en
el epididimo y, por consiguiente, los niveles de frag-
mentacion de ADN en los espermatozoides testiculares
deben ser menores."”

Cuadro 1. Resultados de TESA-ICSI en parejas con falla repetida
a FIV y niveles altos de fragmentacion del ADN espermatico en
semen

Caracteristicas Valores
Parametros de semen y casos
Casos evaluados 68
Casos de TESA-ICSI realizada 31
IFA promedio en semen 39.4%
Concentracion espermatica promedio 447
(millones/mL)
Edad masculina promedio 419
Resultados
Tasa de fertilizacion 58% (20-100%)
Numero de embriones transferidos 2.3
Tasa de embarazo clinico 40%
Tasa de embarazo en el primer ciclo 93%
TESA-ICSI

IFA: indice de fragmentacion del ADN; TESA-ICSI: extraccién
de espermatozoides testiculares-inyeccion espermatica intra-
citoplasmatica.

Sakkas. Sperm DNA fragmentation. Fertil Steril 2010.

Un asunto que debe considerarse cuando se utili-
zan espermatozoides testiculares es la posibilidad de
microinyectar espermatozoides testiculares con una
probabilidad alta de tener anormalidades cromos6mi-
cas. Es bien sabido que la tasa de aneuploidia en los
espermatozoides testiculares es mayor que en el esperma
eyaculado. Esto podria deberse a la eliminacion selectiva
de los espermatozoides aneouploides durante el paso a
través del epididimo.®® Sin embargo, la conclusion de
que la tasa de aneuploidia en el esperma testicular es
significativamente mayor que en el esperma eyaculado
proviene, en la mayor parte, de estudios que utilizaron
espermatozoides de hombres gravemente oligospérmi-
cos 0 azoospérmicos. En contraste, en la mayoria de los
pacientes con altos niveles de fragmentacion de ADN en
espermatozoides eyaculados en los cuales estd indicado
el uso de espermatozoides testiculares, la concentra-
cion de espermatozoides en el semen es normal y, por
consiguiente, no nos estamos enfrentando con hombres
gravemente oligospérmicos o azoospérmicos donde el
riesgo de aneuploidia espermatica es mayor. En un in-
forme reciente se demostr6 que las tasas de embarazo,
utilizando espermatozoides testiculares en parejas con
niveles altos de fragmentacion de ADN, fueron signi-
ficativamente mayores que al utilizar espermatozoides
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eyaculados y que las tasas de aborto espontaneo fueron
significativamente menores (Cuadro 2). Si el uso de
espermatozoides testiculares en parejas con niveles
altos de fragmentacion de ADN espermatico fuera un
riesgo significativo, las tasas de embarazo deberian ser
menores y las tasas de aborto espontaneo, mayores. Sin
embargo, los resultados indican lo contrario y que ésta
es una técnica relativamente segura cuando se aplica a
estas parejas.'?

incubacion innecesaria de semen y suspensiones de
espermatozoides; 2) la centrifugacion por gradiente
de densidad parece ser la mejor manera de procesa-
miento de semen,** y 3) deben utilizarse métodos de
criopreservacion que minimicen la fragmentacion de
ADN espermatico. Un valor IFA puede ser normal en
el semen licuado y anormal en los espermatozoides
utilizados para la tecnologia de reproduccion asisti-
da. Esto dara resultados falsos-negativos y alterara

7. Tipo de prueba de fragmentacion de ADN utilizado. el valor predictivo de las pruebas de fragmentacion
Como se indicd, deben recomendarse de preferen- de ADN espermadtico. Una manera de minimizar el
cia las pruebas que miden directamente el dafio al efecto de la incubacion del semen en la fragmentacion
ADN sinun paso previo de desnaturalizacion, como del ADN seria mediante la disminucion del tiempo
TUNEL,; especialmente cuando se combinan con entre el procesamiento del semen y la inseminacion.
citometria de flujo. Esto aumenta la capacidad de Ademas, en el caso de la criopreservacion de esper-
reproducir el resultado de la prueba, asi como su matozoides, debe recomendarse el uso de medios
confiabilidad. complementados con antioxidantes. Un aspecto

8. Procesamiento de los espermatozoides en tecnologia importante que debe tomarse en cuenta acerca de la

de reproduccion asistida. El dafio al ADN puede ocu-
rrir durante el procesamiento de los espermatozoides.
Estudios previos demostraron que la incubacion de
semen a temperatura ambiente®' 0 a 37°C% después de
su aislamiento mediante centrifugacion por gradiente
de densidad puede resultar en aumento de los niveles
de fragmentacion de ADN espermatico. También,
la criopreservacion de los espermatozoides puede
causar aumento en la fragmentacion del ADN.¥
Ademas, la centrifugacion de semen bruto puede
aumentar la fragmentacion de ADN. Por tanto, el
procesamiento de los espermatozoides en tecnologia
de reproduccion asistida debe regirse por el principio
primum non nocere. Es decir, 1) debe evitarse la

relacion entre el procesamiento de espermatozoides y
la fragmentacion de ADN es que, en caso de que una
cantidad critica de espermatozoides en la muestra de
semen tenga cromatina intacta, el procesamiento de
espermatozoides puede resultar en el enriquecimiento
de estos espermatozoides y, por tanto, aumentar las
oportunidades de lograr un embarazo viable.

Numero de ovocitos. En parejas en quienes el nivel de
fragmentacion del ADN es relativamente alto, la pro-
babilidad de que se produzcan embriones normales o
embarazos viables dependerd, al menos parcialmente,
de la cantidad de ovocitos obtenidos en metafase Il y
de su capacidad de reparar el dafio al ADN en los es-
permatozoides fertilizantes. Por ejemplo, si se obtienen

Cuadro 2. Resultado de embarazo en pacientes con niveles altos de fragmentacion de ADN espermatico al ser tratados con esper-
matozoides eyaculados en comparacion con espermatozoides testiculares

Tasa de embarazo Tasa de embarazo Tasa de implantacion  Tasa de aborto espontaneo

bioquimico clinico
Espermatozoides 6.9% 13.79% 6.56% 75%
eyaculados (n = 42)
Espermatozoides 2.5% 40% 28.09% 6.25%
testiculares (n = 30)
Valor p NS .035 .0021 .017

Nota: todos los pacientes incluidos en el estudio tuvieron un valor del indice de fragmentacion de ADN >20% mediante TUNEL;
analisis estadistico mediante prueba de ji al cuadrado.
Sakkas. Sperm DNA fragmentation. Fertil Steril 2010.
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10 ovocitos en metafase I1, la probabilidad de tener un
embarazo serd mayor que si solo se obtiene un ovoci-
to. En el segundo caso (un solo ovocito obtenido), la
probabilidad de obtener al menos un embrion derivado
de un espermatozoide con ADN intacto que fertilizd
un ovocito normal o de un espermatozoide con ADN
dafiado que fertiliz6 un ovocito con alta capacidad
de reparacion de ADN serda mucho mas baja que en
el primer caso (10 ovocitos obtenidos). En el primer
caso, la seleccion de embriones y la transferencia de
dos embriones aumenta significativamente la proba-
bilidad de obtener al menos un embriéon con ADN
intacto a partir del cual se puede derivar un embarazo
viable. Sin embargo, esto no invalida el valor de las
pruebas de fragmentacion de ADN en estas parejas.
Por consiguiente, el nimero de ovocitos disponibles
en metafase II es un factor importante que afecta el
valor predictivo de las pruebas de fragmentacion de
ADN. Lo mismo aplicaria a ciclos naturales o de in-
seminacion intrauterina (IIU) en los cuales la cantidad
de ovocitos obtenidos es usualmente uno. En este
escenario, las tasas de embarazo dependerian mas del
valor de la prueba de fragmentacién de ADN, ya que la
probabilidad de obtener un embrion con ADN intacto
es mas baja y, ademas, no se tiene la ventaja de trans-
ferir dos o tres embriones como en el caso de la FIV.
Por tanto, el valor predictivo negativo de las pruebas
de fragmentacion de ADN debe ser mayor en ciclos
naturales o de ITU. Esta hipdtesis es consistente con los
resultados del estudio de Duran y colaboradores,” en
el que encontraron que los valores de fragmentacion
de ADN, estimados mediante la prueba TUNEL, se
correlacionaron estrechamente con las tasas de em-
barazo en ciclos de ITU.

Para concluir, se propone que el valor predictivo de
las pruebas de fragmentacion de ADN, &t
de varios factores: m_= m, m, m, .. m , dondemw
representa muchos de los factores discutidos previa-
mente, y a cada factor se le puede dar un peso diferente.

es la suma

test”

APLICACIONES AL DIAGNOSTICO Y
TRATAMIENTO DE LA INFERTILIDAD

(Cuales son las implicaciones de las pruebas de ADN
espermatico en el diagnodstico y tratamiento de la in-

fertilidad? La fertilizacion de ovocitos en metafase II
por espermatozoides con dafio al ADN podria resultar
en defectos en el desarrollo embrionario, falla en la
implantacion, o en aumento en la tasa de aborto espon-
taneo.!349195 Los ovocitos maduros con mecanismos
funcionales de reparacion de ADN tienen la capacidad
de reparar el dailo moderado al ADN espermatico.”®” Sin
embargo, los ovocitos cuyos mecanismos de reparacion
de ADN no son funcionales o que han sido dafiados
por factores endogenos (radicales libres) o exdgenos
(radiacion, toxicos ambientales) no serian capaces de
reparar este dafio.

Un aspecto importante que esta surgiendo actual-
mente relacionado con las pruebas de fragmentacion
de ADN espermatico es la existencia de subgrupos de
parejas infértiles que acuden a clinicas de infertilidad
con infertilidad de larga evolucion o falla repetida a FIV
sin una causa aparente en las cuales el dafio “irrepara-
ble” al ADN espermatico puede ser el factor limitante
responsable de su problema de infertilidad. Esto puede
ayudar a explicar, al menos en parte, por qué las tasas
de embarazo en los primeros ciclos de TESA-ICSI son
relativamente altas en estas parejas.” Estos datos sugie-
ren que si el embarazo no tiene lugar en el primer ciclo
TESA-ICSI, la causa de infertilidad en estas parejas
puede estar en cualquier otra parte. Actualmente, existe
cierta controversia respecto del valor predictivo de las
pruebas de fragmentacion de ADN espermatico en tecno-
logia de reproduccion asistida. Incluso al utilizar pruebas
con un alto valor predictivo, como TUNEL mediante
citometria de flujo, dada su baja especificidad, debida
principalmente a la capacidad del ovocito de reparar
el ADN espermatico, los valores de fragmentacion de
ADN espermatico no siempre se correlacionan con el
resultado de embarazo. Algunos investigadores reportan
tal correlacion y otros no. En un informe reciente, Collins
y colaboradores®® concluyen que “la pequeiia pero esta-
disticamente significativa asociacion entre los resultados
de las pruebas de integridad de ADN espermatico y el
embarazo en ciclos FIV e ICSI, no es suficientemente
fuerte para proporcionar una indicacion clinica para el
uso rutinario de estas pruebas en la evaluacion de la
infertilidad masculina. Es posible que subgrupos aun
por determinar de parejas infértiles puedan beneficiarse
de las pruebas de integridad de ADN espermatico.” Esta
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evaluacion implica que las pruebas de fragmentacion de
ADN espermatico pueden ser aplicadas selectivamente
a parejas con mal pronostico en tecnologia de reproduc-
cion asistida. Como se indico, hay una serie de factores
que afectan el valor predictivo de las pruebas de frag-
mentacion de ADN, lo cual puede ayudar a responder
esta pregunta. Sin embargo, tal vez la explicacion mas
probable a esta aparente paradoja esta relacionada con el
tipo de dafio al ADN: reparable versus irreparable. Por
ejemplo, dos pacientes pueden tener el mismo valor de
la prueba de fragmentacion de ADN mediante TUNEL
(por ejemplo, 50%); sin embargo, el prondstico puede
ser completamente diferente, ya que en un caso el dafo
al ADN puede ser reparable y en el otro no. Sin embargo,
esto en si mismo no explica por qué las tasas de emba-
razo serian tan bajas en el segundo caso. Para que esto
aplique, todos los espermatozoides deben tener algin
tipo de dafio al ADN y este dafio no puede ser reparado
por el ovocito o el embrion. Debe aplicar un escenario
de tipo “efecto iceberg”. Dado el hecho de que uno de
los mecanismos mas importantes de fragmentacion del
ADN espermatico es el dafio oxidativo durante el paso a
través del epididimo y, como se menciono, de una com-
binacién de dafio a nucleétidos (por ejemplo, 8-OHdG
y dafio bicatenario al ADN), es posible que, en estas
parejas, el dafio al ADN afectaria la mayor parte de las
células espermaticas, a pesar de que las pruebas actuales
permiten medir s6lo una fraccion de este dafio al ADN.
Por consiguiente, el valor de 50% seria engafoso. Vale
la pena considerar el concepto de que algunos pacientes
con un tipo mas grave de dafio al ADN (por ejemplo,
dafio al ADN que no es reparable por el ovocito o el
embrion) pueden beneficiarse de las pruebas de fragmen-
tacion de ADN y el uso de espermatozoides con valores
bajos de fragmentacion de ADN. Desafortunadamente,
al menos en el escenario clinico, actualmente no estan
disponibles pruebas que permitan la diferenciacion de
estos tipos de dafio al ADN. Sin embargo, recientemente
el 2D-COMET se introdujo como una prueba nueva que
puede distinguir entre estos dos tipos de dafio.*”” Esta
prueba puede ayudar a evaluar el efecto del dafio bica-
tenario al ADN espermatico en el resultado de embarazo
de tecnologia de reproduccion asistida y aumentar la
especificidad de las pruebas de fragmentacion de ADN.
Ademas del dafio al ADN calculado mediante pruebas

como TUNEL, cometa, SCD o SCSA, con excepcion
de la prueba 8-OHdG, actualmente no estan disponibles
pruebas que midan otros tipos de dafio al ADN (oxidativo
y no oxidativo) que puedan estar presentes en el ADN
espermatico. Hasta que se desarrollen estas pruebas, la
especificidad de las pruebas de fragmentacion de ADN
espermatico continuara siendo baja.

Por tanto, con base en los factores que determinan
el valor predictivo de las pruebas de fragmentacion de
ADN espermatico, el valor clinico de las pruebas de
fragmentacién de ADN en la prediccion del resultado de
embarazo en tecnologia de reproduccion asistida debe
basarse necesariamente en dos supuestos principales: /)
el dafio al ADN debe afectar toda la poblacion de esper-
matozoides en la muestra, y 2) el dafio al ADN presente
en estos espermatozoides no puede ser reparado por el
ovocito. Si alguno de estos supuestos no se aplica, no
podria esperarse correlacion significativa entre un indice
de fragmentacion de ADN anormal y el resultado de
embarazo en tecnologia de reproduccion asistida.

Como se indicd, otro aspecto importante de las aplica-
ciones clinicas de las pruebas de fragmentacion de ADN
es el uso de espermatozoides testiculares en pacientes
con niveles altos de fragmentacion de ADN espermatico
en el semen. En estos casos, debe recomendarse el uso
de espermatozoides testiculares obtenidos mediante
TESE o TESA.

Ademas del uso de espermatozoides testiculares,
otra estrategia que puede utilizarse en pacientes con
niveles altos de fragmentacion del ADN espermatico
es la seleccion de espermatozoides con niveles bajos
de dafio al ADN. Aunque esta estrategia se aplicaria
principalmente a espermatozoides eyaculados, también
podria aplicarse a espermatozoides testiculares, ya que,
como se menciond, no todo el daiio al ADN esperma-
tico es postesticular. Actualmente se ha propuesto una
serie de técnicas para seleccionar espermatozoides con
niveles bajos de fragmentacion de ADN. Estas inclu-
yen el uso de columnas anexina-V,'%!%! as cuales han
demostrado reducir significativamente el porcentaje
de espermatozoides con fragmentacion de ADN, segun
lo determinado por la prueba TUNEL y un método de
seleccion de espermatozoides basado en la fijacion
de acido hialurénico espermatico.'®> Otras técnicas
incluyen la seleccion de espermatozoides desprovistos
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de vacuolas superficiales mediante ICSI de alta mag-
nificacion'® y la recientemente introducida tecnologia
de absorcion confocal de la luz y espectroscopia de
dispersion (CLASS, por sus siglas en inglés), la cual
permite la visualizacion no invasiva de estructuras
subcelulares.!% Estas estructuras pueden identificarse
mediante dos modos principales: visualizacion direc-
ta mediante la microscopia confocal o mediante su
espectro especifico. En relacion con las aplicaciones
del modo espectral en tecnologia de reproduccion
asistida, se uniria un espectroscopio al microscopio
invertido y el espectro de estructuras subcelulares,
como la cromatina espermatica, puede recogerse en
menos de un segundo. Por consiguiente, la tecnologia
CLASS puede hacer posible, en un futuro cercano,
seleccionar espermatozoides con cromatina intacta para
ser microinyectados a través de ICSI. Sin embargo,
debe tenerse cuidado en relacion con los potenciales
efectos perjudiciales del uso de estas técnicas no in-
vasivas, ya que en algunas condiciones imprevistas
puede inducirse dafio. Debido a que en el caso de la
tecnologia CLASS el tiempo de seleccion espermatica y
de exposicion a luz visible estaria limitado a alrededor
de un segundo, esto es mas probable que se aplique a
la tecnologia IMSI (inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides morfoloégicamente seleccionados), en
la que el tiempo de seleccion espermatica es significa-
tivamente mayor. Con respecto a la utilidad de IMSI
en ART, un estudio reciente indica que los niveles de
fragmentacion de ADN, segun lo evaluado mediante
la prueba de dispersion de cromatina espermatica, en
espermatozoides individuales seleccionados median-
te IMSI, son insignificantes en espermatozoides sin
vacuolas (Gosalvez y col., resultados no publicados).

En conclusidn, la fragmentacion de ADN en el ntcleo
espermatico generd una plétora de articulos durante la
década pasada. La distincion entre todos los esperma-
tozoides afectados versus sélo los espermatozoides con
“ADN dafiado” es sumamente relevante para el manejo
clinico de estos pacientes. En relacion con la tecnologia
de reproduccidn asistida, la responsabilidad debe ahora
cambiarse a la identificacion de los espermatozoides
con ADN dafiado y como seleccionar poblaciones de
espermatozoides o espermatozoide individuales “norma-
les”. Finalmente, la presencia de espermatozoides con

ADN fragmentado es irrefutable cualesquiera que sean
los mecanismos de su origen, el efecto en el embrion y
la descendencia, y la necesidad de diagnosticarlo es un
area critica que requiere un conocimiento mas profundo.
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