38

5- ALMER.indd 1

ALMER

Fragmentacion del ADN espermatico

Reproduccion 2017;32:38-42

Integrantes de la mesa

Gastén Rey Valzacchi (Coordinador)
Florencia Fulco (Secretaria)
Jorge Blaquier
José Maria Montes (Uruguay)
Mercedes Norma Pugliese

Mariano Coben

Vanesa Rawe

Sergio Aszpiz

Conrado Avendario

Definicion

La fragmentacién del ADN espermdtico se
refiere a la ruptura en cadena simple o doble de
la estructura del ADN en el nicleo espermdtico.
Numerosos autores han descrito que existe una
relacién negativa entre las alteraciones en la orga-
nizacién y estructura del ADN del nicleo esper-
mdtico y el potencial fecundante de los esperma-
tozoides."?

El impacto que tiene el dano del ADN depen-
derd del tipo de dano (cadenas simples o dobles),
de la regién del genoma afectado (intrones o exo-
nes) y de la habilidad del ovocito para repararlo
antes de iniciar la primera divisién mitética.?

El tema es particularmente relevante en la era
de la reproduccidn asistida de alta complejidad en
la que, frecuentemente, se saltea la barrera de la
seleccién natural generando justificada preocu-
pacién en lo referente a la seguridad de utilizar
espermatozoides con dafio en su ADN.*

Mecanismo de fragmentacién del ADN es-
permatico.

Existen numerosos factores tanto intrinsecos o
inherentes al desarrollo espermdtico, como extrin-
secos o derivados de exposiciones, que favorecen
la aparicién de dafio sobre el ADN espermdtico, que
se pueden resumir en los siguientes mecanismos:
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- Factores intrinsecos: 1) Compactacién incom-
pleta de la cromatina: ligada a una disminucién
de la protaminacién. Esta situacién generarfa un
estado de susceptibilidad de la cromatina al ataque
de agentes enddgenos y exdgenos como nuclea-
sas o mugatenos.” 2) Defectos en el remodelado
de la cromatina durante la espermatogénesis por
defectos en procesos fisiolégicos de reparacién
de rupturas.® 3) Asociado a defectos en los me-
canismos de apoptosis espermdtica.” Y 4) estrés
oxidativo producto de la alteracién del equilibrio
entre las especies reactivas del oxigeno generadas
fisiolégicamente y los antioxidantes fisioldgicos
del ambiente.®

- Factores extrinsecos: 1) Radiacién y quimiote-
rapia. Los individuos expuestos a sustancias mu-
tagénicas, radiactivas y/o teratogénicas son poten-
cialmente vulnerables de sufrir fragmentacién en
el ADN espermdtico.” 2) Exposicién ambiental a
fuentes de calor, traumas, infecciones, pesticidas,
agroquimicos, etc.

Impacto de la fragmentacion de ADN es-
permatico en el proceso reproductivo

El espermatozoide con ADN fragmentado es
capaz de fertilizar al ovocito y se ha demostrado
que puede haber mayor dafio del ADN espermd-
tico en hombres infértiles que en varones fértiles.'

Existe suficiente evidencia cientifica que de-
muestra que los niveles elevados de fragmentacién
de ADN espermdtico repercutirdn en el desarrollo
embrionario.'" > Ademds, se ha visto en animales
de experimentacién, que la utilizacién de esper-
matozoides con ADN fragmentado puede gene-
rar efectos en la vida adulta, como el crecimiento
aberrante, envejecimiento prematuro, alteraciones
del comportamiento y tumores mesenquimales.*

La fragmentacién elevada del ADN espermiti-
co se asocia con bajas tasas de embarazo espontd-
neo o aumento de abortos recurrentes en concep-
ciones espontdneas.'> '
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En tratamientos de reproduccién asistida tam-
bién se demostré que produce alta tasa de fraca-
sos, asi como un aumento de los abortos. Esto
ha sido demostrado tanto para la inseminacién
intrauterina (IIU)" como para la fertilizacién in
vitro (FIV)" ¢! e inyeccién intracitoplasmdtica
del espermatozoide (ICSI)." ?° De esto surge la
importancia de estudiar y seleccionar los gametos,
previo a un tratamiento de reproduccién asistida.

En base a estos conceptos, el grupo considera que
la evaluacion de la fragmentacion del ADN esper-
mdtico es una herramienta que debe ser considerada
en la prdctica clinica.

Métodos para la evaluaciéon de la frag-
mentacion del ADN

Durante las tltimas dos décadas una serie de
pruebas se han introducido para el andlisis de la
fragmentacién del ADN espermdtico. Estas téc-
nicas podrfan agruparse en: 1) pruebas directas en
las que se mide el dafo del ADN sin un trata-
miento previo (TUNEL y ensayo de cometa con
un pH neutro) y 2) las pruebas indirectas que mi-
den el dafio del ADN después de la desnaturaliza-
cién: SCSA y SCD.

Las técnicas de mayor uso clinico en la actualidad son:

SCSA: Mide la susceptibilidad del ADN es-
permdtico a desnaturalizarse 7z situ inducido por
calor o dcido, seguido por la tincién con naranja
de acridina.”’ La deteccidn se realiza por citome-
tria de flujo que permite medir una gran cantidad
de espermatozoides por muestra, lo que la hace
altamente reproducible.*” El naranja de acridi-
na es un marcador metacromdtico que fluoresce
rojo cuando se une con el ADN desnaturalizado
(simple hebra) y verde cuando se une al ADN
no desnaturalizado (doble hebra). El ADN de los
espermatozoides con una estructura normal de la
cromatina no se desnaturalizarfa mientras que si
las cadenas de ADN contienen roturas, pueden
alcanzar diferentes grados de desnaturalizacidn.
El SCSA mide diferentes pardmetros. El indice
de fragmentacién del ADN (DFI) que represen-
ta la fraccién de espermatozoides con ADN de
simple cadena. El ADN altamente tefiido (HDS)
detecta la fraccién de espermatozoides con ma-
yor accesibilidad a la tincién metacromdtica al

ADN de doble cadena principalmente debido a

la sustitucién de las histonas por protaminas. Al-
gunos estudios han indicado que valores de DFI
mayores a 27% estdn asociados con el fracaso del
embarazo en tratamientos de reproduccién asis-
tida (TRA o ART, del inglés assisted reproductive
techniques).”> **

SCD: El ensayo de dispersion de la cromatina
espermdtica (SCD) se basa, al igual que el SCSA,
en la susceptibilidad del ADN a descondensarse
inducida por un medio 4cido y la evaluacién de
la dispersién de ADN en halos de tamafio varia-
ble.” En el dltimo tiempo se ha desarrollado una
versién mejorada y estandarizada del protocolo de
SCD conocido como Halosperm® (Halotech DNA
SL, Espafia), con mejor coloracién de la cromati-
nay la preservacién de la calidad de la cola.?® Por
ser una técnica nueva, su utilizacién no estd atin
muy difundida. Sin embargo, recientemente se ha
demostrado su valor en la prediccién de la tasa
de fertilizacidn, la calidad del embrién y la tasa
de implantacién en 85 parejas participantes en un
programa de FIV/ICSL.*

Ensayo de cometa: La electroforesis de una
sola célula en un microgel o el ensayo de come-
ta fue desarrollada para evaluar la integridad del
ADN, incluyendo dobles y simples roturas en
células somdticas.”® El tratamiento del ADN en
condiciones de pH neutro permite la deteccién
de rupturas de cadenas simples de ADN. En este
ensayo, el ADN dafado migra en el gel de aga-
rosa y dependiendo de la cantidad de fragmentos
de ADN, se creard una cola (similar a un cometa)
mds grande o mds chica, que se visualiza por me-
dio de tinciones especificas para el ADN, mientras
que si el ADN estd intacto y stper enrollado, no se
formard el “cometa”.

TUNEL: El ensayo de TUNEL ha sido ex-
tensamente usado para la evaluacién directa de la
fragmentacién de ADN espermdtico. Esta técnica
se basa en la adicién de nucleétidos marcados en la
porcién 3 -OH del ADN dafiado o fragmentado
por medio de una reaccién catalizada por la enzima
deoxinucleotidasa terminal transferasa.”” La pro-
porcién de ADN danado puede ser medida tanto
por microscopia como por citometrfa de flujo. El
ensayo de TUNEL puede detectar tanto el dafo
de hebra simple como doble. Es importante sefia-
lar que aunque la prueba de TUNEL se utiliza con
frecuencia para la determinacién de la apoptosis
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celular, un resultado de TUNEL positivo no es si-
nénimo de apoptosis, como es el caso del dafio del
ADN inducido por radiaciones ionizantes o por ra-
dical hidroxilo.”® El concepto de que la evaluacién
del ADN en espermatozoides es asociado a apopto-
sis es una gran sobreestimacién de la capacidad de
la prueba. El ensayo de TUNEL tiene baja variabi-
lidad tanto intra como inter observador.’’ Debido
a su alta especificidad y reproducibilidad, este en-
sayo es uno de los mds frecuentemente usados para
evaluar la fragmentacién de ADN espermdtico. Su
relacién con la funcién espermdtica como con la
fertilizacién o embarazo ha sido demostrada por
diferentes autores.'® 3% 33

Las publicaciones y la prictica clinica muestran
una gran variabilidad entre los métodos, intra e in-
terensayo, lo cual dificulta establecer los valores de
corte. Por dicha razén este grupo considera de suma
importancia realizar esfuerzos para estandarizar las
metodologias existentes.

El grupo propone de preferencia la utilizacion de
métodos directos sobre muestras con posterioridad a
la seleccion espermdtica (swim up, gradientes). Asi-
mismo, considerar el tiempo de abstinencia sexual
previa a la obtencion de la muestra evitando perio-
dos mayores a 5 dias.

Indicaciones del estudio

Si bien la bibliograffa es controvertida en
cuanto a las indicaciones del estudio, el grupo
considera como posibles indicaciones:

- Aborto recurrente.

- Falla implantatoria.

- Edad del varén (> a 45 afios).

- Causas de posible incremento del estrés oxida-

tivo (varicocele, tabaquismo, leucocitospermia,

infeccién seminal, exposicion a tdxicos, etc).

- Antecedentes de exposicién a radio o qui-

mioterapia.

- Infertilidad sin causa evidente.

- Paciente que ingresa en un procedimiento

de reproduccién asistida.

- Mala calidad embrionaria.

Tratamiento medicamentoso para la frag-
mentaciéon del ADN

Se recomienda como medida inicial el estudio
del paciente para identificar y realizar el trata-
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miento de causas que inducen la fragmentacién
(por ejemplo correccién quirtrgica del varicocele,
evitar téxicos, etc). Asimismo, se aconseja perio-
dos cortos de abstinencia sexual, sea de 24 - 48 hs
en el momento periovulatorio o previo al procedi-
miento de reproduccién asistida.

Se han propuesto muchos productos nutracéu-
ticos para incrementar la fertilidad del varén, los
cuales se han popularizado debido principalmen-
te al fécil acceso, a la baja incidencia de efectos
adversos y a los relativos bajos costos, cuando se
los compara con los tratamientos de reproduccién
asistida.*

La terapia medicamentosa que se propone es
en base a moléculas que actian como antioxidan-
tes, bajo el principio de que el estrés oxidativo
dafa las membranas y el material genético de las
céluas, y que estd dado por un incremento de las
especies reactivas del oxigeno que los antioxidan-
tes fisiolégicos no alcanzan a compensar. Aunque
hay controversias en la literatura sobre el valor real
de la terapia medicamentosa en la infertilidad del
varén,® es claro que:

* La mayoria de los trabajos reporta efectos be-
neficiosos de los antioxidantes orales sobre la frag-
mentacion del ADN espermdtico.36, 37

* Una proporcién algo menor reporta aumen-
to en las tasas de embarazo espontdneo y disminu-
cién en los abortos tempranos.38, 39

* En general los trabajos sugieren la necesidad
de medir especies reactivas del oxigeno en semen
antes de iniciar el tratamiento, ya que su aumento
serfa la indicacién precisa para el mismo.*

* Pocos trabajos postulan la mejorfa en los pa-
rdmetros seminales (movilidad, morfologfa y re-
cuento) por este tratamiento. Una excepcién son
algunos trabajos que reportan mejorfa en la moti-
lidad cuando analizan una poblacién de pacientes
astenozoospérmicos puros.

* Los antioxidantes mds utilizados son la Vita-
mina E y vitamina C, y aparentemente tienen la
misma efectividad que otros preparados de costo
mucho mayor (compuestos con L-carnitina, L-
acetil carnitina y coenzima Q 10). Aunque las do-
sis no estdn estandarizadas, se recomiendan dosis
de hasta 1.000 Ul de vitamina E y 1 g de vitamina
C diarios.>*?

En base a la experiencia general del grupo, se
aconseja la terapia antioxidante oral fundamental-
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mente con vitamina E 800 — 1.000 Ul y vitamina C 1
gr por dia por al menos 6O dias y por no mds de 6 meses,
con control de la efectividad del tratamiento en tres meses.

Técnicas de separacion para espermato-
zoides con fragmentacion

Se han descripto distintas maneras de seleccio-
nar espermatozoides con menos dafio de ADN.
Una manera de obtener espermatozoides con me-
nor dafio de ADN en un procedimiento de repro-
duccién asistida consiste en solicitar poca absti-
nencia sexual (menos de 48 hs).%!

La seleccién previa de espermatozoides por medio
de las técnicas convencionales de swim up o gradiente
de por sf disminuye los niveles de fragmentacién.**

Dentro de las técnicas de laboratorio posi-
bles de seleccién de espermatozoides con menor
fragmentacién estdn el PICSL* las columnas de
anexina® y la seleccién por carga® (electrofore-
sis, método Z). Si bien estas técnicas son efectivas
en recuperar una poblacién de espermatozoides
con menor fragmentacién, no existe a la fecha
evidencia bibliogréfica que sustente su beneficio
clinico. Algunos trabajos muestran una menor
fragmentacién del ADN de los espermatozoides
testiculares, por lo cual en ciertas situaciones una
estrategia posible serfa la utilizacién de espermato-
zoides obtenidos por biopsia testicular.” 4

El grupo propone la utilizacidn de estas técnicas
con el objetivo de seleccionar los espermatozoides con
menor fragmentacion de ADN con el fin de minimi-
zar su impacto negativo en el desarrollo embrionario.

Conclusiones
En relacién a la fragmentacién del ADN es-
permdtico, este grupo recomienda:

- Su evaluacion en la prictica clinica en los ca-
s0s previamente mencionados.

- La resolucion de causas tratables.
- El uso de la terapia antioxidante oral.

- Las técnicas de seleccion espermitica en el con-
texto de los tratamientos de reproduccion asistida
en los casos indicados.
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