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Resum

Estudis recents relacionen la fragmentacié del DNA espermatic de cadena senzilla (ssSDF) amb la capacitat d’aconse-
guir un embaras de forma natural i la fragmentacié de cadena doble (dsSDF) amb un risc incrementat d’avortaments.
L’assaig Comet permet analitzar aquests dos tipus de dany mitjangant condicions alcalines per valorar la ssSDF i con-
dicions neutres per la dsSDF. El present estudi té 1’objectiu d’incorporar 1’analisi computeritzada per estandarditzar la
valoracid dels resultats de la técnica i aportar informacié diagnostica addicional. S’ha utilitzat el software Komet 7 per a
capturar les imatges de 1’assaig Comet, el qual calcula diferents parametres que mesuren la intensitat del dany al DNA.
Aquest software s’ha posat a prova per a diverses variables i s’ha estudiat el perfil d’integritat del DNA espermatic en
diferents grups clinics. La posada a punt ha permes determinar que els parametres amb menys variacié experimental en
I’analisi de SDF son Tail DNA, Tail Extent Moment, Olive Tail Moment i Tail Length, amb els quals s’ha comprovat que
I’analisi computeritzada aporta informacié addicional al percentatge d’espermatozoides amb dany al DNA. L analisi de
fragmentacié de DNA en 21 donants i 33 pacients infertils ha mostrat que la taxa d’avortaments depeén del percentatge
d’espermatozoides amb dsSDF pero no de la seva intensitat del dany, que es similar entre els pacients amb avortaments
recurrents i la resta de grups clinics.
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Abstract

Current studies relate single strand sperm DNA fragmentation (ssSDF) with natural fertility and double strand sperm
DNA fragmentation (dsSDF) with an increased risk of miscarriage. The Comet assay allows researchers to analyse
these two types of damage by alkaline conditions to assess ssSDF and neutral conditions to assess dsSDF. This study
aims to incorporate computerized analysis to standardize the assessment of the results of the technique and provide ad-
ditional diagnostic information. Komet 7 software has been used to capture the images of the Comet assay, which has
different parameters that measure the intensity of damage to DNA. This software has been tested by several variables
and has studied the sperm DNA integrity profile in different clinical groups. The set-up allowed us to determine that the
parameters with less experimental variation in SDF analysis are Tail DNA, Tail Extent Moment, Olive Tail Moment and
Tail Length, which have verified that the computerized analysis provides additional information to percentage of sperm
with DNA damage. DNA fragmentation analysis in 21 controls and 33 infertile patients showed that the miscarriage rate
depends on the percentage of sperm with dsSDF but not the intensity of the damage, which is similar in patients with
recurrent miscarriage and other clinical groups.
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INTRODUCCIO

La infertilitat €s una malaltia multifactorial on s’estima
que aproximadament el 50% dels casos tenen un origen
masculf (de Kretser, 1997). El seminograma €s la eina
basica d’analisi dels parametres seminals perod el seu

valor diagnostic es limitat (Lewis, 2007), pel que actu-
alment s’exploren altres tests enfocats a estudiar els fac-
tors genetics. Una de les tltimes tecnologies d’analisi
més prometedores és ’estudi de la fragmentacié del
DNA espermatic (SDF), el qual s’ha relacionat inversa-
ment amb diversos indicadors de salut reproductiva
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com la taxa de fertilitzacid, la d’implantaci6 o la d’avor-
taments espontanis de repetici6 (Zini et al., 2008; Lewis
i Simon, 2010; Ribas-Maynou et al., 2012a i 2012b).
Una reducci6 de la integritat del DNA s’ha associat amb
anomalies cromosOmiques i algunes malalties genéti-
ques en els nounats com cancer infantil, leucémies o
autisme (Aitken et al., 2009; Lewis 1 Simon, 2010).

Per estudiar la SDF s’han desenvolupat diverses me-
todologies que permeten quantificar el percentatge d’es-
permatozoides amb el DNA fragmentat i el dany del
DNA nuclear, com 1’assaig Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling (TUNEL), el Sperm
Chromatin Structure Assay (SCSA), el Sperm Chroma-
tin Disperson test (SCD) o I’assaig Comet. Ara bé, s’ha
evidenciat una gran variabilitat en els resultats d’aques-
tes teécniques, en gran part perque encara no han estat
estandarditzades i algunes presenten major sensibilitat
que d’altres (Ribas-Maynou et al., 2013). Aquella que
sembla tenir una major sensibilitat i especificitat per de-
tectar els nivells de fragmentacié del DNA és ’assaig
Comet, que consisteix en realitzar sobre les cel-lules una
lisi proteica i la descompactacié del DNA en una matriu
d’agarosa formant un halo de fibres de DNA. Posterior-
ment s’aplica una electroforesi en cel-lula dnica per a
que el material genetic fragmentat migri cap al pol posi-
tiu, formant una cua similar a un cometa, on la seva llar-
garia i intensitat esta directament relacionada a la inten-
sitat del dany del DNA. Es la tnica técnica que permet
una mesura quantitativa del dany del DNA en cada cel-
lula de forma individual (Lewis i Simon, 2010). L’assaig
Comet es pot realitzar a pH alcali, on es detecten trenca-
ments de cadena senzilla, o a pH neutre, que majoritari-
ament detecta trencaments de cadena doble. Estudis re-
cents han correlacionat la fragmentacié6 de cadena
senzilla del DNA espermatic (ssSDF) amb la capacitat
d’embaras natural i la fragmentaci6 de cadena doble del
DNA espermatic (dsSDF) amb el risc d’avortaments de
repeticid, a més han permes diferenciar dos perfils d’in-
dividus fertils segons els nivells de fragmentacié de ca-
dena doble que presenten (Ribas-Maynou et al., 2012a).

L’objectiu d’aquest estudi ha estat estandarditzar
I’assaig Comet mitjancant la posada a punt d’un softwa-
re d’analisi computeritzada per a la fragmentacié del
DNA espermatic i comprovar el seu valor per al diag-
nostic clinic de la infertilitat masculina comparant
I’analisi convencional i la computeritzada.

MATERIALS I METODES
Obtencio de les mostres espermatiques

S’han recollit mostres seminals de 21 donants de banc
de semen amb fertilitat provada i 38 pacients amb pro-

blemes de fertilitat procedents de centres de reproduc-
cid i hospitals de I’area de Barcelona; dels quals 13 pre-
senten fallades d’implantacié embrionaria (FI), 12
presenten avortaments de repeticié (AR), 13 idiopatics
(ID). Tots els donants van signar el consentiment infor-
mat i I’estudi va ser aprovat pel corresponent comite
etic. Les mostres van ser obtingudes amb un minim de
3 dies d’abstinencia sexual i criopreservats en test-yolk
buffer (14% glicerol, 30% rovell d’ou, 1,98% glucosa,
1,72% citrat sodic) fins el seu analisis. Per a la posada a
punt del software van ser utilitzades 5 mostres de paci-
ents (3 FI, 1AR i 1 ID) combinades en una sola mostra
per evitar variacions inter-individu. El valor clinic pels
diferents parametres del software va analitzar-se utilit-
zant la resta de mostres.

Analisi de la fragmentacio del DNA espermatic

Per a I’analisi convencional, les mostres seminals de
cada individu han estat analitzades mitjancant I’assaig
Comet tant en condicions alcalines com neutres d’acord
a la metodologia descrita anteriorment (Ribas-Maynou
et al., 2012b). Per a I’analisi computeritzat, s’han em-
prat les mateixes extensions cel-lulars, la captacid
d’imatges s’ha fet mitjangant una camera Zyla 5.5 (An-
dor Technology, Ulster, UK) integrada a un microscopi
de fluoresceéncia Olympus Provis AX70 (Olympus Cor-
poration, Tokio, JP) i a un ordinador amb el software
Komet 7.0.1 (Andor Technology, Ulster, UK), el qual
permet obtenir un total de 34 parametres basats en la
intensitat de llum fluorescent i la forma de la electrofo-
resi de cada cel-lula individual.

Per a la posada a punt de ’analisi informatic s’han
valorat les segiients variables: a) temps d’exposicié de
les captures, b) mida de I'area de la regié d’interes
(ROI), ¢) nimero minim de ce¢l-lules a analitzar, d) ubi-
caci6 de la extensi6 en el portaobjectes, e) temps de ge-
lificaci6é del portaobjectes 1 f) temps entre la tinci6 i
I’analisi.

Per a I’analisi de la SDF en grups control i clinics
s’han analitzat 100 espermatozoides per a cada metode
Comet, mantenint controlades les variables estudiades
(veure Discussi6). La valoracié s’ha fet mitjangant el
metode convencional (calcul del percentatge d’esper-
matozoides amb SDF) i el meétode computeritzat mit-
jancant els parametres Tail DNA (TD), Tail Extent Mo-
ment (TEM), Olive Tail Moment (OTM) i Tail Length
(TL) del software Komet 7 tal i com s’ha justificat a la
discussio.

Analisi estadistica

S’ha utilitzat el programa informatic SPSS Statistics
v22.0 (Statistic Package for Social Science, SPSS Inc,
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Figura 1. Fragmentaci6 de cadena senzilla del DNA esper-
matic: embarassos i avortaments. (A) Comparacié del per-
centatge d’espermatozoides amb ssSDF (esquerra) i el per-
centatge de DNA a la cua dels Comets (dreta) entre donants/
pacients amb embaras o no. (B) Percentatge d’espermatozoi-
des amb ssSDF (esquerra) i percentatge de DNA fragmentat
(dreta) entre pacients amb avortaments o no. *diferéncies sig-
nificatives p < 0,05.

Chicago, IL, USA) per a realitzar els estudis de norma-
litat amb els tests Shapiro-Wilk i Komolgorov-Smirnov,
els estudis comparatius amb els tests U de Mann-Whit-
ney, Kluskal-Wallis i Wilcoxon; i els estudis de correla-
ci6 amb el coeficient de correlacié de Spearman. Per a
tots els tests estadistics es va considerar un nivell de
significacié de 0,05.

RESULTATS
Posada a punt del software Komet 7

Dels 34 parametres que calcula el software per a cada
captura, s’ha determinat que els parametres que tenen
una menor variaci0 per les variables estudiades en
I’analisi de la SDF han estat TD, TEM, OTM i TL (re-
sultats sense detallar). Cap d’aquests parametres es veu
alterat al variar el temps d’exposicid de les captures, la
ubicaci6 de I’extensié en el portaobjectes o el temps en-
tre la tincid 1 I’analisi de la mostra, i capturant 100 es-
permatozoides per mostra només es comet un error pro-
per al 5%. Tot i aixi, aquests quatre parametres
mostraven variacions si es modificava la mida de la ROI
i el temps de preparacié del gel electroforetic sobre el
portaobjectes, parametres estandarditzats al laboratori.

Relacio de la SDF amb embarassos i avortaments pel
metode d’analisi convencional i el computacional

L’analisi convencional de 1’assaig Comet, que consis-
teix en calcular el percentatge d’espermatozoides amb
SDF de la mostra, ha posat de manifest que els indivi-
dus que han donat lloc a un embaras (donants i pacients
amb AR) presenten una mediana de 32% d’espermato-
zoides amb ssSDF i una mediana de 56% d’espermato-
zoides amb dsSDF, mentre que els pacients que no
aconsegueixen cap sac gestacional (idiopatics 1 FI) pre-
senten una mediana de 45% d’espermatozoides amb
ssSDF (significativament més elevat que per als que
aconsegueixen embaras, p < 0.001) i de 66% amb
dsSDF (Taula 1). També s’ha pogut observar que els
pacients amb AR presenten un 66% d’espermatozoides
amb dsSDF, significativament superior (p < 0.05) als
41% de mediana que presenten els donants.

Els resultats de 1’analisi computacional es mostren a
la taula 1. Tots els parametres presenten una distribuci6
molt semblant per a cadascun dels grups analitzats i per
a I’analisi convencional, excepte per al grau de dsSDF
en els pacients amb AR, que no presenta diferéncies
amb els donants (Figura 2B). A les figures 1 1 2 es mos-
tren els valors del el parametre TD com a representatiu
dels resultats obtinguts pel metode computacional i els
obtinguts amb el metode convencional.

DISCUSSIO

L’analisi computeritzada de la SDF pretén estandarditzar
la valoraci6 de 1’assaig Comet i millorar el diagnostic
aportant informaci6 addicional a la obtinguda mitjangant
I’analisi convencional (percentatge de espermatozoides
amb SDF). La posada a punt ha permes identificar al-
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Taula 1. Percentatge d’espermatozoides amb fragmentacié (analisi convencional, %Z) i intensitat del dany del DNA que
presenten els espermatozoides (analisi computacional). Medianes i rangs de I’analisi convencional i dels valors dels parame-
tres del software per a cada grup clinic. S’indiquen els resultats per al Comet alcali, ssSDF (S) i per al neutre, dsSDF (D).
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Figura 2. Fragmentaci6 de cadena doble del DNA esper-
matic: embarassos i avortaments. (A) Comparaci6 del per-
centatge d’espermatozoides amb dsSDF (esquerra) i del per-
centatge de DNA a la cua dels Comets (dreta) entre donants/
pacients amb embaras o no. (B) Percentatge d’espermatozoi-
des amb ssSDF (esquerra) i percentatge de DNA fragmentat
(dreta) entre pacients amb avortaments o no. *diferéncies sig-
nificatives p < 0,05.

guns passos critics en el protocol i I’analisi fet amb el
software que cal tenir en compte per tal d’evitar variaci-
ons inter-individu. Les diferéncies trobades segons el
temps trigat en la gelificacid del portaobjectes indiquen
que cal mantenir-lo constant per evitar variacions en els
resultats. Les variacions observades utilitzant diferents
mides de la ROI quan es capturen les imatges amb el
software poden estar causades per la captacié de senyals
inespecifiques, pel que es recomana ajustar la ROI al mi-
nim possible dels marges del cometa per tal de minimit-
zar al maxim aquest error en 1’analisi. Mantenint aques-
tes dues variables controlades, els parametres TD, TEM,
OTM i TL sén els menys afectats per variables externes
i els més eficients per analitzar la intensitat del dany al
DNA espermatic. Els quatre parametres escollits han es-
tat utilitzats i recomanats per a estudis de dosimetria bi-
ologica o toxicologia genetica en cancer o radiacions
ionitzants (Tice et al., 2000; Wang et al., 2013).

L’ optimitzacié de 1’assaig Comet ha estat i encara és
un objectiu important a resoldre. Recentment s ha pro-
posat estandarditzar els diferents passos de la metodo-
logia, ja sigui homogeneitzant el protocol de I’assaig
automatitzant el procés (HT-Comet) (Albert et al.,
2016) o, com el present estudi, incorporant un software
d’analisi que estandarditzi la valoracié dels resultats
(Simon et al., 2017). Aquests autors coincideixen a des-
tacar el valor clinic del percentatge d’espermatozoides
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amb SDF aixi com a escollir els parametres TD i OTM
que també s’han seleccionat en el present treball.

Utilitzant aquests parametres per valorar els resultats
dels assaig Comet es veu que els pacients que no acon-
segueixen un sac gestacional presenten un percentatge
d’espermatozoides amb ssSDF i una intensitat del dany
de cadena simple al DNA més elevada que els que acon-
segueixen embaras (p < 0,05) (Figura 1A), perd mos-
tren uns nivells de dsSDF semblants (Figura 2A).
Aquests resultats recolzen la hipotesi de que la ssSDF
és informativa de la taxa de fertilitat dels individus de la
poblacid, tant si €s avaluada mitjangant el percentatge
d’espermatozoides afectats com per la intensitat del
dany al DNA espermatic (Lewis i Simon, 2010; Simon
et al., 2010). En relaci6 als individus que aconseguei-
xen embarassos, els pacients amb avortaments presen-
ten un major percentatge d’espermatozoides amb
dsSDF (p < 0,05) (Figura 2B) per0 una intensitat de
dany de doble cadena similar als donants de fertilitat
coneguda (Figura 2A), fet que recolza la hipotesi de que
la dsSDF és informativa de la taxa d’avortaments dels
individus de la poblacié (Ribas-Maynou et al., 2012a) i
suggerint que podria ser més rellevant la quantitat d’es-
permatozoides amb dany de cadena doble del DNA que
la intensitat d’aquest dany. En aquest sentit, en relacié a
patir un avortament, pot ser tan deleteri un trencament
que afecti un fragment cromosomic que multiples tren-
caments que afectin el mateix fragment. En tots dos ca-
sos produeix un efecte similar, de fet, tant petites com
grans delecions poden provocar perdua de gens impor-
tants per al desenvolupament embrionari o reorganitza-
cions cromosomiques relacionades amb avortaments de
repeticié (Varga i Aplan, 2005; Stephenson i Sierra,
2006; Fort i Schust, 2009; Ocak et al., 2013).

Aixi doncs, I’estandarditzacié de I’assaig Comet al-
cali i neutre per a I’analisi de la fragmentacié del DNA
espermatic millora la informacié aportada per al diag-
nostic de pacients infertils, especialment en la taxa
d’embaras per al Comet alcali i en la taxa d’avortaments
per al Comet neutre.
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