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Fragmentacion del ADN del espermatozoide y su influencia en la
fertilidad de la pareja

Alfredo Géngora Rodriguez,* Sergio Sanchez Gonzalez,** Sandra Cubillos Garcia,** Silvio Cuneo Pareto**

RESUMEN

La fragmentacion del ADN del espermatozoide es actualmente una herramienta complementaria importante en reproduccion asistida
porque con ella se evalla la calidad del semen de un paciente. Sin embargo, ningin parametro seminal por si mismo puede conside-
rarse valor diagndstico absoluto de infertilidad masculina. El indice de fragmentacién del ADN permite inferir datos sobre la capacidad
de fertilizacion del espermatozoide. Diversos estudios han demostrado que en hombres infértiles es mayor el indice de fragmentacion
de la cromatina de sus espermatozoides, y esto se ha correlacionado directamente con disminucion de la calidad embrionaria, la tasa
de implantacion y el desarrollo a término de un embarazo sano.

Palabras clave: fragmentacion del ADN del espermatozoide, indice de fragmentacion del ADN, cromatina, infertilidad, factor masculino.

ABSTRACT

The study of DNA fragmentation of the spermatozoa in assisted reproduction is currently considered a complementary tool in the
evaluation of the quality of the patient semen. Nevertheless no isolated parameter of sperm study itself is considered an absolute
diagnostic value. The DNA fragmentation index (DFI) allows determining fertilization capacity of the spermatozoa. Many studies have
demonstrated in infertile males that an elevated DFI index of their spermatozoids correlates directly with a bad embryo quality, low

implantation rate and low healthy term-pregnancy rate.

Key words: DNA sperm fragmentation, DNA fragmentation index, chromatin, infertility, male factor.

n la actualidad alrededor de 20% de las pa-

rejas en edad reproductiva tiene problemas

de esterilidad, de ahi que el factor masculino

se relacione con la mitad de los casos de
infertilidad de una pareja.

La observacion anterior hace imperativo que en la
valoracion de una pareja con dificultades reproductivas
se analicen las caracteristicas del semen.! A pesar de
la informacion que proporciona la espermatobioscopia
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sobre la calidad seminal de un paciente, es indispensable
establecer otras evaluaciones de rutina que propor-
cionen informacion precisa del estado fisiologico del
espermatozoide, como la determinacion del indice de
fragmentacion de la cromatina, porque se estima que
los parametros seminales de 10 a 15% de los varones
estériles estan en rangos normales.?

El dafio al ADN de los espermatozoides se considera
una causa importante de infertilidad y de riesgo porque
se trasmiten defectos genéticos a la descendencia, en
especial cuando se utilizan técnicas de reproduccion
asistida en las que no es posible realizar una seleccion
que permita excluir células cuyo codigo genético esta
dafiado. Estudios recientes han demostrado que la tasa
de dafio al ADN de los espermatozoides de hombres con
parametros seminales normales es alta y que dicho dafio
se acentia en condiciones patoldgicas que conducen a
la infertilidad.?

La transferencia de la molécula de ADN, desde el es-
permatozoide hasta el dvulo, es decisiva para conseguir
una fecundacidn con ciertas perspectivas de éxito; por
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eso, dicha transferencia debe hacerse en forma integra
¢ intacta.*

REFERENCIA DEL iNDICE DE
FRAGMENTACION DEL ADN EN LA FERTILIDAD

Parejas que pueden someterse a inseminacién
intrauterina

Los valores altos del indice de fragmentacion del ADN
reducen, de 16 a 4%° o menos, el éxito del ciclo de inse-
minacion intrauterina.* Sin embargo, los mismos valores
del indice de fragmentacion del ADN no influyen en el
éxito de los ciclos de fecundacion in vitro o de inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (sobre todo en
este ultimo ciclo debido a que es mas exitoso),*” porque
aun cuando la fragmentacion del ADN tenga un efecto
negativo en estos ciclos, el efecto queda enmascarado
debido a que la seleccion de los espermatozoides se
realiza antes de la fecundacion.

Evaluacion de la calidad seminal de pacientes o
donantes

Los criterios tradicionales de la Organizacion Mundial
de la Salud y Kruger tienen limitaciones para evaluar la
calidad seminal porque con base en sus parametros hay
una superposicion de individuos fértiles e infértiles, por
lo cual ambas poblaciones no se distinguen.®?

Debido a lo anterior, es de suma relevancia conocer
la capacidad del espermatozoide para trasmitir el ADN
intacto; este estudio, que hasta el momento no se rea-
liza de manera rutinaria,'’ permitiria tener una mayor
informacion para diagnosticar la causa de la infertilidad
masculina.®?

La comunidad internacional ha expresado la nece-
sidad de revisar y mejorar los criterios que se utilizan
actualmente para evaluar la calidad seminal."

Revisién de la eficacia de las intervenciones médicas
y el tratamiento de enfermedades infecciosas

a) Varicocele: en los pacientes infértiles con varicocele
se observa una alta proporcidon de espermatozoides
muy dafiados de su ADN.!? La varicocelectomia reduce
significativamente, aunque de manera transitoria, los
niveles del indice de fragmentacion del ADN." Sin
embargo, para evaluar la eficacia de una varicocelec-

tomia las mediciones del indice de fragmentacion del
ADN después del procedimiento proveen parametros
mas cuantificables que la morfologia. La medicion del
indice de fragmentacion del ADN le permite al clinico
evaluar al paciente y seleccionar a lo largo del tiempo
las mejores muestras seminales. b) Chlamydia tracho-
matis y Mycoplasma: el porcentaje de espermatozoides
con fragmentacion de ADN es significativamente mayor
cuando hay infeccidon por Chlamydia trachomatis y
Mycoplasma.'* En estos pacientes el tratamiento antibio-
tico disminuyo los niveles del indice de fragmentacion
del ADN.!* Los parametros seminales restantes no estan
afectados por las infecciones del aparato genitourinario
y la medicion del indice de fragmentacion del ADN
permite a los clinicos evaluar la eficacia del tratamiento
antibidtico, asi como seleccionar las mejores muestras
por utilizar durante el ciclo de reproduccion asistida.

Encontrar explicacién a los casos de infertilidad
idiopatica, fallo de ciclo y abortos de repeticion
Altos niveles del indice de fragmentacion del ADN
influyen en la tasa de fecundacion'® y en la calidad em-
brionaria,'¢ lo cual origina que haya un mayor indice de
abortos de repeticion'” y menores tasas de éxito de los
ciclos.” Los fallos se deben a una baja calidad del ADN
del espermatozoide.

Cuando el valor del indice de fragmentacion del ADN
es mayor de 30%, el clinico debe considerar que existen
factores que producen una mayor fragmentacion del
ADN, como la medicacion, los compuestos toxicos, la
fiebre, el tabaco, las drogas, las enfermedades infeccio-
sas, el varicocele, la edad y la abstinencia prolongada.

CAUSAS DEL DANO AL ADN DEL
ESPERMATOZOIDE

El dafio al ADN del espermatozoide tiene un origen de
naturaleza multifactorial. El material genético puede
resultar con defectos durante la maduracion del es-
permatozoide por anomalias en la condensacion de la
cromatina. La integridad de la molécula de ADN aso-
ciada con roturas de doble cadena y de cadena sencilla
o con anomalias cromosoémicas, como pueden ser las
aneuploidias o las reordenaciones genomicas estructu-
rales, se relaciona estrechamente con la infertilidad.*La
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generacion de radicales libres de oxigeno'® y los errores
de intercambio, durante la espermatogénesis, entre las
protaminas y la fraccion de histonas de la cromatina
pueden producir dafio irreversible en el ADN del ga-
meto masculino. En relacion directa con este tipo de
acontecimientos, la apoptosis desempefia —durante el
proceso de maduracion del espermatozoide— una funcion
importante en la disminucion de células con defectos en
su cromatina."

Adicionalmente, el dafio al ADN del espermatozoide
puede incrementarse por administracion de farmacos,
contaminacidon atmosférica, tabaquismo, episodios de
fiebre alta, temperatura testicular elevada, anomalias
anatémicas —como el varicocele— y edad avanzada del
individuo.'220:2!

TECNICAS DE ESTUDIO DE LA FRAGMENTACION
DEL ADN DEL ESPERMATOZOIDE

Las metodologias desarrolladas para estudiar la fragmen-
tacion del ADN de los espermatozoides pueden dividirse
en dos grupos: la primera estrategia incluye las técnicas
que miden la susceptibilidad diferencial del ADN para
ser desnaturalizado por diversos tratamientos. En este
grupo se incluyen la prueba de la estructura de la croma-
tina espermatica (SCSA por sus siglas en inglés),”*? la
deteccion de roturas del ADN-hibridacion fluorescente in
situ (DBD-FISH por sus siglas en inglés)® y la prueba de
dispersion de la cromatina del espermatozoide (SCD por
sus siglas en inglés)'* (Cuadro 1). La segunda estrategia
incluye las metodologias que marcan las roturas de doble
cadena y de cadena sencilla del ADN. En este grupo se
incluye el uso de procesos enzimaticos, como el TUNEL
(TDT dUTP nick end labeling) y la traduccion de Nick in
situ (ISNT por sus siglas en inglés), para incorporar los
nucleotidos marcados®»?” (Cuadro 1).

En las clinicas de infertilidad la prueba de la es-
tructura de la cromatina espermatica se utiliza como
una herramienta diagndstica y prondstica porque es el
método mas aceptado para medir el indice de fragmen-
tacion del ADN. Sin embargo, en un analisis seminal la
fragmentacion del ADN aun no es un parametro comun
debido a la relacion costo-efectividad de las diversas me-
todologias. El requerimiento de equipos especializados
y el trabajo extensivo de las técnicas no permiten que en

un laboratorio de andrologia la fragmentacion del ADN
se establezca como un analisis de rutina.

La prueba de dispersion de la cromatina del esperma-
tozoide, que se aplica recientemente y que se encuentra
en el mercado como equipo de prueba (Halosperm®),
puede usarse facilmente en el laboratorio de andrologia
como complemento. La técnica es un ensayo simple y
rapido que permite generar informacion para investigar
clinicamente la fragmentacion del ADN del esperma-
tozoide.”® Ademas, con esta prueba se aprovecha la
preservacion de la cromatina nuclear para realizar el
analisis cromosomico del espermatozoide mediante
hibridacion fluorescente in situ® (Figuras 1y 2).

FRAGMENTACION Y CALIDAD SEMINAL

En hombres con disfuncidn espermatica es de vital im-
portancia la relacion que existe entre una calidad seminal
mala y niveles altos de dafio al ADN en sus células.

Esta observacion tiene una relevancia minima para la
concepcidn natural, ya que la célula dafiada no es habil
para fertilizar al 6vulo. Sin embargo, con la implantacion
de la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides
las células con niveles altos de fragmentacion de su
cromatina a menudo son las Unicas células disponibles
para llevar a cabo la fecundacion.

Muchos programas de reproduccion asistida utilizan
diversos ensayos para evaluar el dafio al ADN. Ademas, han
demostrado una correlacion negativa entre la fragmentacion
del ADN del espermatozoide y las tasas de desarrollo em-
brionario e implantacion, asi como una correlacion positiva
importante con el incremento de la tasa de aborto.*

La proporcion de espermatozoides con ADN frag-
mentado parece ser mas alta en hombres infértiles que
en pacientes control fértiles.”*! Ademas, en individuos
con pardmetros seminales anormales es mas probable
encontrar un alto porcentaje de dafio en el ADN nuclear
del espermatozoide que en hombres con parametros
seminales normales.?'

Estas observaciones indican que los defectos en la
cromatina y en la estructura del ADN son parametros
importantes que deben evaluarse en un analisis basico
de semen para poder determinar, en un programa de
reproduccion asistida, el potencial de fertilidad del
espermatozoide.
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Cuadro 1. Metodologias utilizadas para evaluar las alteraciones en el ADN del espermatozoide, asi como algunas de sus ventajas

e inconvenientes en relacion con la aplicacion clinica de rutina

Método Instrumental Detalles de la técnica
TUNEL Microscopia de fluorescencia En los extremos de las roturas existentes de ADN se incorporan nucleétidos marcados
y citometria de flujo con un fluorocromo; la reaccion, que se logra con una transferasa terminal, da una
sefial mayor en fragmentaciones de ADN.
SCSA Citometria de flujo La molécula de ADN se desnaturaliza mediante solucion acida; posteriormente, se
marca con naranja de acridina, la cual se intercala entre las dos cadenas de ADN
y la cadena sencilla de ADN (desnaturalizado); éste emite diferentes longitudes de
onda —verdes y rojas, respectivamente— cuando es excitado. El ADN fragmentado
se visualiza en color rojo debido a que es mas susceptible de desnaturalizacion.
COMETA Microscopia de fluorescencia En un microgel de agarosa se incluyen espermatozoides; éstos se someten a lisis,
y electroforesis de ADN y los nlcleos desproteinizados, a electroforesis. EI ADN fragmentado avanza por
accion del campo eléctrico y produce una imagen de “cometa”.
SCD Microscopia de fluorescencia Se realiza un tratamiento acido y de desproteinizacién. Se forman halos de dispersién

y de campo claro

de la cromatina, que dependen de la formacién de bucles de ADN. Si no se generan

halos, se considera que el ADN esta fragmentado.

TUNEL: TDT dUTP nick end labeling; SCSA: prueba de la estructura de la cromatina espermatica; SCD: prueba de dispersion de la
cromatina del espermatozoide.

Figura 1. Espermatozoide con fragmentacion del ADN.

Figura 2. Espermatozoide normal.

POTENCIAL DE FERTILIZACION DEL
ESPERMATOZOIDE Y FRAGMENTACION DEL ADN

Al parecer, los espermatozoides con integridad dafiada
de su ADN, independientemente de la severidad del
dafio, pueden fertilizar al 6vulo a la misma tasa que un
espermatozoide normal. Varios estudios han mostrado
la relacion que existe entre el indice de fragmentacion
del ADN vy la fertilidad del espermatozoide después de
la inseminacion intrauterina, la fecundacion in vitro y
la inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides y
han establecido un valor umbral para estas variables en
relacion con la fertilidad.

Los estudios han demostrado que un valor del indice
de fragmentacién del ADN superior a 27,** 30* e —inclu-
so— 40%%* se relaciona con subfertilidad o infertilidad
masculina. Aunque también se ha demostrado que un
indice de fragmentacion del ADN mayor a 27% es
compatible, después de una inseminacion intrauterina,
fecundacion in vitro e inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides,>*® con un embarazo a término, pero con
una probabilidad de éxito mas baja.

Las técnicas de reproduccion asistida disponibles
hacen posible que el espermatozoide pase la barrera
natural de fertilizacion a un grado variable (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Relacion entre el indice de fragmentacion del ADN y
el potencial de fertilizacion del espermatozoide

Indice de fragmentacion Potencial de fertilizacién

del ADN (%)
<15 Excelente
16-24 Alto
25-30 Bajo
> 31 Muy bajo

Por eso, el indice de fragmentacion del ADN se usa
como un factor prondstico independiente de fertilidad
masculina.?*?’

REPERCUSION DEL DANO AL ADN DEL
ESPERMATOZOIDE Y RESULTADOS DE LAS
TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA

Las técnicas de reproduccion asistida se ven afectadas por
el grado de dafio que refleje el indice de fragmentacion del
espermatozoide, ya que el éxito de estas técnicas radica
en la integridad estructural y funcional de los gametos.
Se ha sugerido que el efecto paterno en el desarrollo
embrionario estd mediado por la disfuncion del centroso-
ma o por la deficiencia de factores que activan al 6vulo.*
Este efecto se ha observado, incluso, antes de la activacion
de la expresion del genoma embrionario, que comienza
en la etapa de las cuatro células.®* Asimismo, el efecto
paterno tardio puede ser dependiente de aneuploidias
cromosdmicas, dafio al ADN o empaquetamiento anormal
de la cromatina, lo cual afecta la activacion ordenada de
la expresion de los genes paternos.*®
La estructura normal de la cromatina del espermato-
zoide es fundamental para una correcta trasmision de la
informacion genética paterna; ademas, estd ampliamente
documentado que existe una correlacion negativa entre la
estructura defectuosa de la cromatina del espermatozoide
y la fertilidad in vivo®*® e in vitro 572234364042
Ademas, estos estudios sugieren que el dafio al ADN
puede servir como un marcador para diagnosticar un
efecto paterno adverso en el desarrollo preimplantacional.
Aun cuando 30% de los pacientes que cursan un tra-
tamiento de reproduccion asistida tienen tasas altas de
dafio al ADN,’ pocas clinicas han establecido de manera
rutinaria la evaluacion de la integridad del ADN.

RELACION ENTRE EL iNDICE DE
FRAGMENTACION DEL ADN Y LA
EDAD DEL VARON

La edad paterna se ha implicado en el aumento de
la frecuencia de abortos espontaneos,*¢ trastornos
autosomicos dominantes, aneuploidias y otras enfer-
medades.>*-*> Aunque todavia se encuentra en estudio
la influencia de la edad en la calidad espermatica y las
tasas de embarazo e implantacion, se ha demostrado que
hombres mayores de 45 afios tienen parametros semina-
les anomalos y, con mayor frecuencia, disminucion de
la movilidad espermatica.

Asi como el indice de fragmentacion del ADN aumen-
ta con la edad, el incremento de dafio al ADN predice
que el riesgo de conseguir un embarazo anormal con
hombres de edad avanzada es elevado.*

REDUCCION DE LA FRAGMENTACION DEL
ADN DEL ESPERMATOZOIDE CON
ANTIOXIDANTES ORALES

La incidencia de la fragmentacion del ADN de los
espermatozoides eyaculados puede ser reducida con
antioxidantes orales.’"®? Sin embargo, otros repor-
tes cuestionan la utilidad de los antioxidantes en el
tratamiento de la infertilidad masculina.”®*¢* La adminis-
tracion de un gramo diario de vitaminas C y E durante un
periodo controlado interfiere el proceso degenerativo de
las células, con lo cual no so6lo se arregla esta situacion,
sino que ademas se observa un descenso en el indice de
fragmentacion del ADN.%

También hay estudios que demuestran que después
de dos meses de tratamiento antioxidante oral se reduce
significativamente la incidencia de la fragmentacion
del ADN de los espermatozoides.'>!” Tales estudios no
excluyen la posibilidad de que el tratamiento antioxi-
dante también puede desarrollar células germinales
durante el periodo testicular, asi como ejercer un efecto
benéfico en las células germinales, las células de Sertoli
o ambos tipos de células, lo cual propicia una mejor
funcion de los mecanismos de defensa que protegen a
las células germinales y espermatozoides contra dafios
a su ADN.!7:65
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