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RESUM

La fragmentacié del DNA és la conseqiiencia final de 'apoptosi. En el testicle és ben sa-
but que el cami utilitzat per controlar el nombre adequat de cellules germinals mitjancant
cellules de Sertoli depeén de la via Fas. Tot i aix0, hi ha espermatozoides que han estat as-
senyalats per prendre la via de l'apoptosi, que s’escapen d’aquest procés. Altres fonts pos-
sibles de dany al DNA espermatic poden ser I'estres oxidatiu, provocat per radicals Iliures
d’oxigen (sovint produits per leucocits presents en I'ejaculacio, pero també per part d’altres
espermatozoides), i també processos naturals, com ara la recombinacio i 'empaquetament
de la cromatina, que impliquen la formacié de fragments en les cadenes de DNA. La rela-
cid entre la fragmentacié del DNA espermatic i l'esterilitat masculina sembla clara, pero,
en qualsevol cas, encara hi ha controversia sobre l'efecte d’aquesta fragmentacié quan se
segueixen processos de reproduccid assistida, ja que hi ha passos naturals que sén esqui-
vats i també hi ha un efecte oocitari molt important.

Paraules clau: espermatozoides, esterilitat, fragmentacié del DNA.

SPERM DNA DAMAGE

SUMMARY

DNA fragmentation is the last phenomenon occurred during apoptosis. It is known
that Fas-mediated apoptosis is the way used in testes to control the number of germ cells
that are excessive with the supportive capacity of the Sertoli cells. Even dough, spermato-
zoa that have been earmarked to undergo apoptosis escape this process. Other potential
source of sperm DNA damage is oxidative stress due to reactive oxygen species (produced
by leukocytes present in ejaculate, but also by other spermatozoa) and deficiencies in natu-
ral processes such as recombination and chromatin packaging that involves the induction
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of DNA strand breaks. It seems clear that DNA damage on sperm is related to male fertili-
ty but it is still controversial if this DNA fragmentation has an effect when Assisted Repro-
duction Techniques are performed, due to natural steps are bypassed and there is also an

oocyte effect that can not be forgotten.
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INTRODUCCIO

Lapoptosi, o mort cellular, és un fenomen
fisiologic necessari per a un desenvolupa-
ment, manteniment de 'estructura tissular
ireciclatge cellular correctes. Aquest procés
esta associat a diferents canvis en la cellula,
tant bioquimics com fisics, que afecten el ci-
toplasma, la membrana plasmatica i, final-
ment, el nucli, que es fragmenta mitjangant
endonucleases (Lawen, 2003).

La mort cellular passa espontaniament
en el cicle de l'epiteli seminifer, i aquest
procés s'esdevé en estadis especifics de l'es-
permatogenesi per tenir un control sobre la
produccié d’espermatozoides. Sha obser-
vat que l'apoptosi (determinada com a frag-
mentacio del DNA mitjancant analisi ultra-
estructural) és anormalment freqiient en
els espermatozoides ejaculats de pacients
esterils (Irvine et al., 2000).

LA CROMATINA
DE L'ESPERMATOZOIDE

Les dues principals diferéncies entre el
nucli de 'espermatozoide i el de qualsevol
cellula somatica son la ploidia i l'organitza-
cio.

La meiosi té com a finalitat la reduccié de
la carrega genetica a la meitat, de manera
que quan es produeixi la fecundacio es tor-
ni a la dotacié diploide dels organismes. El
nucli de cada espermatozoide conté només
un joc de cromosomes complet, mentre que
en el nucli de les cellules somatiques n'exis-
teixen dues copies.

El DNA espermatic s'organitza d'una ma-
nera especifica, tot mantenint la cromatina
compacta i estable. Aquesta organitzaci
permet, no tan sols el manteniment de la in-
formaci6 genetica que es transferira a 1'oo-
cit, siné també assegurar que el DNA arribi
en bon estat fisic i quimic perque l'embrio6
tingui un accés facil a la informaci6 gene-
tica.

El major grau de compactacié s’aconse-
gueix amb la uni6 del DNA a proteines de
transicio en els espermatocits, que sén subs-
tituides per protamines en les esperma-
tides.

Els espermatozoides d’homes fertils te-
nen el DNA estable i es pot descondensar
facilment, en el moment adequat, durant el
procés de la fecundacio.

FONTS DE FRAGM!ENTACI()
DEL DNA ESPERMATIC

Empaquetament anormal
de la cromatina

Lactivitat endonucleasa (per part de la
topoisomerasa 11) durant el canvi d’histones
per protamines és imprescindible. Aquests
enzims han de tallar i després unir correc-
tament el DNA, perque s'alliberi l'estres de
torsio. Si hi ha alguna alteraci6 en el control
d’aquest procés, poden existir ruptures de
DNA que no siguin reparades (McPherson
i Longo, 1992).



Radicals Iliures d’oxigen

Fisiologicament, els ROS sén necessa-
ris tant per a la hiperactivacio espermatica,
que permet a l'espermatozoide moure’s pel
tracte genital fementi i travessar les cellules
del ciimul, com per a la peroxidaci¢ lipidi-
ca, necessaria per la fusié amb la zona pel-
ltcida.

Lestrés oxidatiu és originat per una ex-
cessiva generacié de radicals lliures per
part dels espermatozoides mateixos o els
leucocits. Lefecte pel que fa a l'esperma és
molt gran, a causa de la seva poca capacitat
de defensa antioxidant en els espermatozoi-
des (Lamirande i Cagnon, 1995) i també de
la gran quantitat d’acids grassos poliinsa-
turats de la seva membrana (Alvarez i Sto-
rey, 1995).

Els radicals lliures actuen sobre mecanis-
mes que inclouen la peroxidacié de la mem-
brana plasmatica, i pel que fa a la integritat
de la cromatina espermatica, sén l'origen de
ruptures de cadena simple i doble de DNA i
també de modificacio i delecid de bases.

Apoptosi abortiva

Durant I'espermatogenesi, tal com ja hem
dit, l'apoptosi limita l'excés del nombre d’es-
permatozoides que poden mantenir les cel-
lules de Sertoli mitjangant la sintesi de FasL.
Quan hi ha una falta de sincronitzacid, els
espermatozoides acaben l'espermatogenesi,
tot i que en realitat haurien d’acabar el pro-
cés de mort cellular. S’ha observat que en
pacients amb parametres seminals per sota
del que marca la normalitat, hi ha una ma-
jor presencia de fragmentacio de DNA en
els espermatozoides que arriben a ser eja-
culats. Aquest fenomen ha estat explicat
per la teoria de I'apoptosi abortiva (Sakkas
et al., 1999).

L'apoptosi abortiva tindria com a conse-
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qliencia el fet de que espermatozoides que
han estat marcats per ser eliminats (pos-
siblement per eliminar cellules germinals
defectuoses pel que fa al pool genetic) apa-
reixerien en la poblacié d’espermatozoides
ejaculats.

TECNIQUES PER QUANTIFICAR
EL DANY EN EL DNA ESPERMATIC

S’han desenvolupat diferents tecniques
per a la deteccié i quantificacié de dany en
el DNA, algunes ampliament utilitzades
en lestudi de cellules somatiques, i d’al-
tres pensades exclusivament per a cellules
espermatiques. A continuacié es descriuen
les quatre més utilitzades.

SCSA: sperm chromatin structure assay
(Evenson et al., 1980)

Es una de les técniques més emprades,
tot i tenir com a limitaci6 el fet de mesu-
rar la susceptibilitat del DNA a ser desna-
turalitzat in situ (després de ser exposat a
un pH acid) i no especificament ruptures en
el DNA. Si la cromatina de l'espermatozoi-
de és normal no s’ha de descondensar. Des-
prés es tenyeix amb taronja d’acridina, que
és un fluorocrom metacromatic que emet
llum verda quan s’intercala en cadenes de
DNA dobles (DNA intacte) i en vermell si
son cadenes senzilles (DNA fragmentat).

Amb l'ajuda d'un citometre de flux equi-
pat amb un laser d’argd, i després de la pre-
paracié i tincio, es compten 5.000-10.000
cellules en cinc minuts. Les dades del cito-
metre es bolquen en una base de dades, i un
programa informatic determina la propor-
cié d’espermatozoides amb nivells de flu-
orescencia vermella (DNA fragmentat) i
fluorescencia verda (espermatozoides im-
madurs). D’aquestes dades es pot obtenir el
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DFI (index de fragmentaci6é del DNA). Tot i
que I'SCSA és una mesura indirecta de rup-
tura de cadena de DNA, hi ha estudis que
troben bona correlacié entre el DFI i la pro-
porcio de cellules positives amb 'assaig del
TUNEL i del cometa.

TUNEL: Tdt-mediated-dUTPnick-end
labelling (Gorczyca et al., 1993)

Quantifica la incorporacio de trifosfat de
desoxiuridina (dUTP) a ruptures 3-OH de
cadena senzilla o doble en una reaccio cata-
litzada per un enzim transferasa. El senyal
augmentara amb el nombre de fragments,
i podra ser quantificat tant amb citometria
de flux com amb microscopia fluorescent.

Per crear controls negatius, cal que es
prepari una soluci6 de reaccio6 sense la ter-
minal transferasa, i per crear controls posi-
tius, les mostres es tracten amb DNAasa 1
durant 30 min i després es marquen amb la
fluorescencia.

Assaig del cometa (Hughes et al., 1996)

També és conegut com electroforesi de cel-
lules aillades, i és una tecnica ampliament
utilitzada per determinar dany en el DNA
de cellules somatiques. En l'estudi de frag-
mentacio del DNA espermatic, se submer-
geixen les cellules en una capa d’agarosa
molt fina, es lisen i se sotmeten a electro-
foresi. Posteriorment es tenyeixen i es mar-
quen amb tincio fluorescent. Els fragments
de cadenes de DNA migren cap a 'anode i
tenen l'aparenca d'un cometa, i el dany se-
ra quantificat mesurant el material genetic
que s’ha desplacat del nucli a la cua.

La visualitzacié del DNA es realitza uti-
litzant un microscopi de fluorescencia. Les
mesures de l'halo es realitzen mitjancant
I'analisi amb ordinador de la imatge, i es re-

gistra la longitud de la cua, el moment i el
percentatge de DNA de la cua amb progra-
mes informatics (vegeu la figura 1).

SDC: sperm chromatin dispersion test
(Fernandez, 2003)

Esta basat en la capacitat que té el DNA
intacte d’expandir-se sota condicions en
que s’eliminen les proteines que li donen la
seva estructura. Els espermatozoides amb
el DNA fragmentat, un cop immersos en
una matriu d’agarosa i exposats a solucions
de lisi, no poden formar un halo. Un DNA
intacte si que és capag¢ de formar un halo.
Un cop tenyits els nuclis es podran classi-
ficar en quatre categories: halo gran, halo
mitja, halo petit, i cellules sense halo.

El principal avantatge d’aquest metode és
el poc cost economic i temporal; la subjecti-
vitat a I'hora de classificar la mida de I'halo
és un dels seus inconvenients.

RELACIO ENTRE

LA FRAGMENTACIO
DEL DNA ESPERMATIC
I UESTERILITAT

Per ara no hi ha consens a ’hora de donar
un valor pronostic al percentatge de frag-
mentacio en el DNA espermatic sobre les
possibilitats d’aconseguir un embaras. Tot
i que sembla que hi ha evidencies en la lite-
ratura que demostren que el dany influeix
en la fertilitat, no esta clar en quina mesura.
Tampocno hi ha consens a I'hora de decidir
quina tecnica cal utilitzar per determinar el
dany genetic dels espermatozoides, ni tam-
poc hi ha un protocol estandard que es pu-
gui seguir.

La comunitat cientifica sembla que té ga-
nes d’integrar el test en la rutina clinica, pe-
1o els estudis publicats sobre aquest tema



compten amb els problemes de qualsevol
nova prova que es vol introduir, com, per
exemple, poca poblacié analitzada, dife-
rents dissenys segons els diferents estudis i
conclusions que entren en conflicte.

La nostra experiéncia

ATIVIBarcelona s’han realitzat tres estu-
dis amb la fragmentacié del DNA esperma-
tic com a motiu principal. Sempre s’analit-
za el dany utilitzant la tecnica del TUNEL,
fent servir el kit de Roche In Situ Cell Death
Detection Kit, fluoresceina i, seguidament,
citometria de flux per quantificar aquest
dany.

En primer lloc vam analitzar l'efecte de la
tecnica de capacitacio espermatica (Esbert
et al., 2007a), que és imprescindible a '’hora
de realitzar un tractament de reproduccié
assistida, pel que fa al dany que presenta-
ven els espermatozoides en el DNA. Estu-
diant cent sis mostres seminals abans i des-
prés de ser sotmeses a gradients de densitat
vam observar una menor taxa de fragmen-
tacio després de preparar la mostra (17,58 %,
95 % CI15,02-20,15 %) respecte de la mostra
abans de capacitar (25,31 %, 95 % CI 22,34-
28,28 %) (p < 0,001).

Es va trobar una correlacié directa en-
tre el percentatge de dany després de la ca-
pacitacio i el total d’espermatozoides mo-
bils progressius recuperats (r = -0,32, p =
0,001) i, a més, quan aconseguiem una bo-
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na recuperacié d’espermatozoides progres-
sius (> 75 % AB) la fragmentacio era signi-
ficativament menor (14,84 % 11,82-17,87 %)
que quan no haviem recuperat aquest per-
centatge (24,21 % 95 % CI 20,03-28,38 %)
(p <0,001).

També ens va interessar saber l'efecte de
l'edat sobre el dany genetic dels esperma-
tozoides (Esbert et al, 2007b). Vam analitzar
cent dinou mostres seminals de pacients,
i vam observar una clara relacié positiva
entre l'edat i el dany genetic quan s‘ana-
litzaven les mostres ejaculades (r = 0,21,
p = 0,023). Aquesta correlacié desapareixia
quan les mostres eren capacitades (v = 0,14,
p =0,14), possiblement per la seleccio que és
capag de fer aquesta tecnica sobre els esper-
matozoides més funcionals.

El darrer estudi (Esbert ef al., 2007c) ha es-
tat realitzat per valorar l'efecte de la frag-
mentacié del DNA quant a l'éxit que tin-
dra un cicle de fecundacio in vitro. Es van
incloure cent setanta-cinc cicles de FIV, en
vuitanta-dos s'utilitzaven ovuls propis de
la pacient, i en els noranta-tres cicles res-
tants es van utilitzar ovuls de donants sa-
nes. La fragmentacio en el DNA espermatic
es mesurava en una aliquota de la mostra
seminal utilitzada pel cicle de FIV mateix.

No vam observar correlacid entre la frag-
mentacié en el DNA espermatic i la capaci-
tat dels espermatozoides de fecundar amb
FIV convencional (r = 0,02, p = 0,88) ni mi-
croinjecci6 intracitoplasmatica (r = —0,15,
p =0,12). No es van trobar diferéncies en la

FiGura 1. Imatges d’espermatozoides després de I’assaig del cometa, amb un 0 %, un 10 % i un 45 % de DNA que ha mi-

grat cap a I’anode quan han estat sotmesos a electroforesi.
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fragmentacio present en pacients embaras-
sades respecte de les no embarassades. El
percentatge de fragmentaci6 de DNA en
parelles que van patir un avortament va ser
significativament major (29,71 %, 95 % CI
19,02-40,42 %) que en les parelles que no en
van tenir cap (17,82 %, 95 % CI 14,42-21,22 %)
(p =0,015); I'edat mitjana de les dones era si-
milar en els dos grups.

Les revisions recents (Zini i Libman,
2006) i els estudis amb gran poblaci6 es-
tudiada (Lin, 2008) deixen clar que no és
possible arribar encara a un consens en
les publicacions cientifiques: mentre al-
guns autors troben una menor taxa de fe-
cundacid, d’embaras i dimplantacié quan
hi ha un nivell de fragmentacio, d’altres no
en troben. Aquests resultats també varien en
funcio de la prova utilitzada per mesurar el
dany.

CONCLUSIONS

Els radicals lliures i de l'apoptosi tenen
com a conseqiiencia la fragmentacié del
DNA espermatic. El possible valor pronos-
tic d'aquest dany genétic no resulta tan sa-
tisfactori, probablement perque les mostres
es capaciten abans de ser utilitzades i per-
que el paper de I'o0vul també és important a
I'hora de reparar el dany.

El temps i les publicacions amb una gran
poblacié analitzada seran els que donaran
el valor real a I'estudi d’aquesta fragmenta-
cid en el DNA espermatic.
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