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Resum

S’ha determinat la fragmentació del DNA espermàtic en portadors de reorganitzacions cromosòmiques (n = 11) i
s’ha caracteritzat l’evolució de la fragmentació incubant cada mostra a 37 °C durant diferents temps (0, 1, 4, 8 i
24 hores). Els mètodes emprats van ser TUNEL, SCSA i SCDt. A temps 0 h, l’índex de fragmentació del DNA
(%DFI) va ser  significativament major  (p = 0,025,  0,022 i  0,014,  respectivament)  en el  grup dels  portadors
(24,18 ± 9,8, 24,36 ± 10,8 i 24,81 ± 12,60) que en el grup control (n = 8) (15,12 ± 3,52, 13,75 ± 5,80 i 13,12 ±
4,42). Aquests resultats preliminars suggereixen que la fragmentació del DNA s’hauria d’avaluar per determinar
l’estat de fertilitat en aquests pacients. L’evolució del dany del DNA podria estar relacionada amb la presència i
característiques pròpies de cada tipus de reorganització cromosòmica. Més estudis són necessaris per aclarir les
causes responsables d’aquest increment en la fragmentació del DNA espermàtic.
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Abstract

DNA integrity in the sperm has been determined in chromosomal reorganization carriers (n = 11) and the evolu-
tion of fragmentation in different periods of storage at 37 °C (0, 1, 4, 8 and 24 hours) has also been character-
ized. Methods used were TUNEL, SCSA and SCDt. At time 0 h, DNA fragmentation index (%DFI) were statist-
ical increased (p = 0.025, 0.022 and 0.014, respectively) in the carriers group (24.18 ± 9.8, 24.36 ± 10.8) respect
to the control group (n = 8) (15.12 ± 3.52, 13.75 ± 5.80 and 13.12 ± 4.42). These preliminary results suggest that
DNA fragmentation should be evaluated in reorganization carriers and it should be considered in order to estab-
lish fertility status in these patients. DNA damage evolution could be related to the presence and characteristics
of  each type of  chromosome rearrangement.  Further  investigations  should help to  elucidate  the responsible
causes for the increased sperm DNA fragmentation in these patients.
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INTRODUCCIÓ

Nombrosos estudis posen de manifest que en indivi-
dus infèrtils és més freqüent trobar espermatozoides
amb el DNA fragmentat que no pas en els que són
fèrtils (Practice Committee of American Society for
Reproductive  Medicine,  2002).  Establir  un  valor
predictiu de fertilitat mitjançant diferents tècniques
en relació als  diferents tractaments  de reproducció
assistida  ha  esdevingut  un  objectiu  en  els  últims
anys. En aquest sentit, els treballs en relació al valor
predictiu d’aquesta variable són sovint contraposats
(Lewis i Agbaje, 2008; Lin et al., 2008). Segons una
recent metaanàlisi, els valors de fragmentació que es

relacionen  amb  la  infertilitat  estarien  entre  el  30-
40 % (Evenson i Wixon, 2008). No obstant això, va-
lors superiors al 20 % podrien indicar una situació
anormal (Erenpreiss et al., 2006). Entre els diferents
mètodes utilitzats, trobem l’assaig TUNEL (terminal

transferase  dUTP  nick-end  labelling),  el  mètode
ISNT  (in  situ  nick  translation),  l’assaig  SCSA
(sperm chromatin structure assay), l’assaig Comet i,
més recentment, el SCDt (sperm chromatin  disper-

sion test). Encara que no existeix uniformitat de cri-
teris sobre les diferents metodologies a l’hora de rea-
litzar l’anàlisi, a causa de la manca de normalització
en els protocols i a l’existència de diferents factors
que poden influir en el resultat, (Domínguez-Fandos
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et  al.,  2007; Muratori  et al.,  2008) s’ha trobat,  no
obstant això, una bona correlació entre el TUNEL, el
SCSA i el SCDt (Chohan et al., 2006). Els principals
mecanismes implicats en la fragmentació del DNA
de l’espermatozoide són l’estrès oxidatiu, alteracions
durant la transició histones-protamines i certes for-
mes indeterminades d’apoptosi (Aitken et al., 2009).

A més, l’exposició a contaminació industrial,  el
tabac, tenir un elevat índex de massa corporal, tenir
una edat avançada o determinades infeccions uroge-
nitals, o pertànyer a uns grups determinats de paci-
ents, com ara pacients amb varicocele, criptorquídia,
càncer  i  portadors  de reorganitzacions cromosòmi-
ques, pot suposar presentar un increment en el per-
centatge d’espermatozoides amb el DNA fragmentat
(Gosálvez et al., 2008).

En aquest treball s’ha volgut determinar la frag-
mentació del DNA d’espermatozoides en portadors
de reorganitzacions cromosòmiques  i  comparar  els
valors obtinguts amb donants fèrtils. Aquest estudi
s’ha realitzat amb tres mètodes diferents (TUNEL,
SCSA i SCDt), per tal de comprovar si hi ha correla-
ció entre aquestes tres metodologies.

MATERIAL I MÈTODES

S’han analitzat mostres de semen d’un total d’onze
portadors de reorganitzacions cromosòmiques (dues
inversions i nou translocacions recíproques). El grup
control va estar integrat per mostres de vuit homes
amb seminograma normal i paternitat recent. Totes
les mostres van ser incubades en un bany a 37 °C i la

fragmentació del DNA es va mesurar a temps 0, 1, 4,
8 i 24 hores. El mètode TUNEL es va realitzar fent
servir el kit de Roche (Ref. 11684795910, Roche Di-
agnostic,  Penzberg,  Alemanya).  En aquesta tècnica
un enzim transferasa incorpora un nucleòsid conju-
gat amb un compost fluorescent allà on hi ha un ex-
trem 3� a la cadena del DNA, i la fluorescència és
detectada amb citometria de flux. El SCSA es va re-
alitzar  seguint  les  indicacions  d’Evenson  et  al.
(1999). Aquest mètode utilitza un compost metacro-
màtic, que és el taronja d’acridina (acridine orange,
AO). Breument, després d’un tractament àcid es te-
nyeixen els espermatozoides amb l’AO, el colorant
s’intercala formant agregats i dóna una emissió fluo-
rescent en vermell si tenen el DNA fragmentat, i si
no està fragmentat aquesta l’emissió fluorescent és
verda. El percentatge vermell/verd ens dóna el valor
de fragmentació del DNA (%DFI). El SCDt (Halo-
sperm Kit; Halotech DNA SL, Madrid; Conception
Technologies, San Diego, EUA) es basa en el fet que
el DNA de l’espermatozoide no pot formar un halo
de dispersió de la cromatina quan té el DNA frag-
mentat. Breument, la mostra s’inclou en agarosa i es
forma un gel sobre un portaobjectes. Tot seguit es fa
un tractament de desnaturalització seguit d’una lisi
proteica. Es tenyeix amb iodur de propidi (IP) i es
quantifica al microscopi el percentatge d’espermato-
zoides que no mostren aquest halo de dispersió.

Per a l’anàlisi estadística es va fer servir el test de
correlació per determinar el grau de concordança en-
tre els diferents mètodes fent comparacions un a un.
Les comparacions entre controls i pacients es van re-
alitzar amb el test  t de Student o  U de Mann-With-

Figura 1. Diagrames de dispersió dels valors de fragmentació del DNA obtinguts amb TUNEL, SCSA i SCDt, en
controls i pacients. S’indiquen els corresponents coeficients de correlació (r) i els valors de p.
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ney,  segons  corresponia,  amb el  programari  SPSS
15.0 per a Windows.

RESULTATS

L’anàlisi amb tres mètodes diferents ha permès esta-
blir el grau de correlació entre les diferents tècniques
utilitzades en aquest estudi. En totes les comparaci-
ons vam obtenir valors de  r > 0,75 (vegeu la figu-
ra 1). A temps 0 h, l’índex de fragmentació del DNA
va  ser  significativament  major  (p = 0,025,  0,022  i
0,014,  respectivament)  en  el  grup  dels  portadors
(24,18 ± 9,8, 24,36 ± 10,8 i 24,81 ± 12,60) que en el
grup control  (n = 8)  (15,12 ± 3,52,  13,75 ± 5,80 i
13,12 ± 4,42) (vegeu la taula 1 i la figura 2).

Els valors de fragmentació del DNA a diferents
temps d’incubació van presentar un increment res-
pecte als valors basals. A temps 0 h, el rang osci�là
del 4 % al 19 % en el grup control, i del 9 % al 44 %
en els pacients. A les 4 hores d’incubació el 37 % de
les  mostres  del  grup  control  superava  el  30 % de
fragmentació davant un 72 % en els pacients. A les
24 hores, dues mostres del grup control presentaven

un valor de la fragmentació del DNA per sota del
30 %. En canvi, cap mostra dels pacients es va man-
tenir per sota d’aquest valor.

DISCUSSIÓ

S’ha  analitzat  la  fragmentació  del  DNA amb  tres
mètodes diferents i s’ha obtingut una bona correlació
amb tots tres, tant en els controls fèrtils com amb el
grup de portadors. Així doncs, tant el TUNEL com
l’SCSA i l’SCDt són mètodes sensibles per detectar
dany en el DNA de l’espermatozoide.

La fragmentació del DNA en els diferents grups
de  mostres  analitzades  va  presentar  un  increment
significatiu respecte al grup control. Aquests valors
incrementats reflecteixen un estat d’anormalitat en la
integritat del DNA, que podria comprometre la ferti-
litat d’aquests individus. L’alta variabilitat observada
en la fragmentació del DNA, així com les diferènci-
es observades en l’increment de la fragmentació per
a cada mostra en els portadors de reorganitzacions
cromosòmiques,  suggereix que l’evolució del  dany
del DNA podria estar relacionada amb la presència i
característiques pròpies de cada tipus de reorganitza-
ció cromosòmica. Aquests resultats preliminars sug-
gereixen que pot ser d’utilitat determinar la fragmen-
tació del DNA en els portadors de reorganitzacions
cromosòmiques amb vista a establir-ne el potencial
de fertilitat.
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Taula 1. Índex de fragmentació del DNA (mitjanes i desviacions típiques) de controls i portadors de reorganitzacions
cromosòmiques amb TUNEL, SCSA i SCDt

Mètode Controls Portadors Valors de P

TUNEL 15,12 ± 3,52 24,18 ± 9,88 0,025*
SCSA 13,75 ± 5,80 24,36 ± 10,80 0,022*
SCDt 13,12 ± 4,42 24,81 ± 12,60 0,014*
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