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1. Resumen

La espermatogénesis es el proceso de diferenciacion continua de las células
germinativas para producir espermatozoides maduros. No obstante durante la etapa
de espermatogénesis se puede producir un dafio en el ADN espermético
provocando infertilidad en el varon y el desarrollo del embriobn puede verse
comprometido. Existen estudios para evaluar la infertilidad masculina, para ello, la
OMS establecié una serie de parametros basicos en el semen, sin embargo, se
estima que alrededor del 15% de los hombres infértiles son pacientes con
parametros seminales normales (normozoospérmicos). El objetivo de este trabajo
fue investigar en la literatura cientifica las causas que inducen la fragmentacion del
ADN en individuos con diagndéstico de hormozoopermia y sus consecuencias en la
salud reproductiva. Se realiz6 una busqueda bibliografica en las base de datos:
EBSCO, Cambridge University Press, Pubmed, Pubmed Central, Science, Science
Direct, con las palabras clave: Sperm DNA fragmentation, human sperm
fragmentation, Sperm DNA fragmentation causes. Segun la bibliografia el dafio al
ADN del espermatozoide puede ser inducido por las siguientes causas: Estrés
oxidativo, apoptosis, Empaquetamiento anormal de la cromatina, Varicocele,
Exceso de glébulos blancos, contaminacion ambiental, sobrepeso, Diabetes
mellitus, Tabaquismo, drogas, alcohol, quimioterapia, radioterapia, edad avanzada,
calor, Infecciones bacterianas. Las técnicas de reproduccién asistida se ven
comprometidas dependiendo de los altos niveles de fragmentacion del ADN de los
espermatozoides (DFI) (230%) se han asociado con un mal resultado del proceso
de fertilizacién y por ende en el logro de un embarazo tanto natural como in vitro.
Las pruebas de Fragmentacion de ADN espermatico son un indicador mas preciso
del estado de fertilidad masculina, ya que analiza el genoma paterno. Debido al
incremento en el numero de parejas con infertilidad se hace necesario realizar las
pruebas de Fragmentacion del ADN del espermatozoide humano ya que el analisis

seminal no determina la calidad del ADN de los espermatozoides.

Palabras clave: Espermatogénesis, Fragmentacion del ADN, normozoospermia,

infertilidad, espermatozoide.



Avances en la investigacion sobre la Fragmentaciéon del ADN en
los espermatozoides de pacientes normozoospérmicos.

2. Introduccioén

La espermatogénesis es el proceso de diferenciacion continua de las células
germinativas para producir espermatozoides (Molina, 2015). La espermatogénesis
ocurre en los tubulos seminiferos de los testiculos, a partir de las espermatogonias
que presentan divisiones celulares y modificaciones morfolégicas para dar lugar a
los espermatozoides maduros. Este proceso inicia en la pubertad y continlda

durante toda la vida adulta del hombre (Hoffman et al., 2020).

Las espermatogonias son células madre que permiten la produccién constante de
células germinativas durante la vida del varon. En el varén fértil, diariamente se
producen en los tubulos seminiferos, entre 100 y 200 millones de espermatozoides
(Sigman & Jarow, 1997).

Los testiculos poseen dos funciones: la generaciéon de células germinativas
maduras (espermatozoides) y la produccion de hormonas masculinas,

principalmente testosterona (Molina, 2015).

Durante la etapa embrionaria, en los testiculos se forman los lobulillos testiculares
y en su interior se pueden observar unas largas estructuras filiformes, carentes de
luz interior, que reciben el nombre de cordones seminiferos. Estos cordones estan
compuestos por células incluidas en tejido conectivo y van a continuar asi durante

el resto de la vida prenatal y la infancia. (Matinez et al, 2017)

Cuando llega la pubertad, los cordones seminiferos se transforman en tubulos
seminiferos al formarse una luz interna a lo largo de ellos, quedando las células en
la periferia de los tubulos, rodeadas de una lamina basal. Alrededor de los tibulos
seminiferos se encuentra un tejido conectivo en el que se incluyen vasos
sanguineos y unas pequefias células denominadas células intersticiales o células
de Leyding que producen hormonas esteroides (Paniagua et al., 2017). Las células
del interior de los tubulos seminiferos quedan dispuestas en capas Yy

compartimentos y en conjunto reciben el nombre de epitelio seminifero; existen dos



linajes celulares diferentes en el epitelio seminifero: las células de Sertoli y las

células espermatogénicas(Figura 1) (Panamericana, 2017).

Espermatides
tardias

Espermatides

Compartimiemo{ Células de Sertoli

adluminal
Espermatocitos
Barrera
hematotesticular
ey Espe.matogomas
Compartimiento
basal ,ﬁ&— Célula mioide

Tunica propia

Figura 1. A) Esquema del epitelio seminifero mostrando la asociacion de las células de Sertoli con
las células espermatogénicas. B) En el epitelio seminifero estan presentes las células de Sertoli (CS),
asi como las células espermatogénicas. En el compartimiento basal se encuentran las
espermatogonias (Eg) y en el compartimiento adluminal se observan espermatocitos primarios (E1),
espermétides tempranas (Esp Temp) y espermatides tardias (Esp Tard). Note cémo las
espermatides tardias estan en estrecha asociacion con el citoplasma de las células de Sertoli.
Células mioides (CM). Tincion H-E.(Bizarro Nevares et al., 2017).

Las células de Sertoli o células de sustentacion tienen uniones firmes entre ellas y
forman una barrera hematotesticular; ese espacio avascular dentro de los tlbulos
seminiferos protege a los espermatozoides de los anticuerpos y toxinas, pero
también provoca que las células dependan de la difusién proveniente de las células
de Sertoli para obtener oxigeno, nutrientes y precursores metabdlicos. Dichas
células sustentaculares van a tener una importante funcion, ya que van a actuar
como “nodrizas” de las células espermatogénicas que les permitiran a estas Gltimas
alcanzar la madurez necesaria para ir transformandose paulatinamente en

espermatozoides (Hoffman et al., 2020).

2.1 Espermatogénesis
La espermatogénesis comprende dos etapas: 1) la espermatocitogénesis, que

corresponde a la diferenciacion de las espermatogonias hasta las espermatides;
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esta etapa incluye varias divisiones mitéticas y las dos divisiones meidticas y 2) la
espermiogénesis se refiere a la transformacion de las espermatides hasta los
espermatozoides y no incluye divisiones celulares(Bizarro Nevares et al., 2017)

1.- En la espermatocitogénesis, las células espermatogénicas mas primitivas
reciben el nombre de espermatogonias primitivas o0 células madre
espermatogénicas, las cuales tienen una dotacion cromosomica diploide (2n) vy
estan situadas en la porcion mas periférica de los tubulos seminiferos pegadas a la
membrana basal, a partir de ese momento algunas espermatogonias permanecen

en reposo mientras que otras comienzan a proliferar por mitosis (Serna, 2015)

En el ser humano se reconocen tres tipos de espermatogonias; las espermatogonias
de tipo A oscuras (2n) son las células méas indiferenciadas de las células
espermatogénicas, tienen un nucleo ovoide notablemente basofilo y granular; se
dividen por mitosis dando lugar a células de su mismo tipo y a espermatogonias de
tipo A claras (2n). Las espermatogonias de tipo A claras son muy semejantes a las
de tipo A oscuro, excepto que el nicleo es menos basdfilo, estas células al dividirse
por mitosis dan lugar a las espermatogonias de tipo B. Las espermatogonias tipo B
aumentan de tamafio presentan un nucleo esférico con heterocromatina en el
margen y rodeando al nucléolo. Al dividirse por mitosis, las espermatogonias de tipo
B dan origen a los espermatocitos primarios diploides 2n y con formula cromosémica
46xy. Estos espermatocitos primarios son células mas voluminosas y representan
la dltima generacién de espermatogonias que se originan por mitosis (Figura 2)
(Serna, 2015).



— Figura 2. A: Testiculo infantil. Los tubulos

& seminiferos contienen sélo células de Sertoli (S) y
' espermatogonias 0 gonocitos (g). x450. B:
Testiculo de varén adulto con espermatogénesis
1 completa que muestra: espermatogonias (g),
espermatocitos  primarios  (c), espermatidas
. redondas (r) y espermatidas alargadas (a). x450. C-
D: Diversos tipos de espermatogonias A en testiculo
% humano. En la figura D se aprecian también
- espermatocitos en preleptoteno (Pl) y células de
Sertoli (Se). x2600. E: Parte del epitelio seminifero
humano que muestra espermatogonias alargadas
(Al), espermatocitos en cigoteno (Z) y una célula de

Sertoli (Se). x4000. Ap, espermatogonias palidas;
i Ad: espermatogonias oscuras; Ac,

espermatogonias intermedias(Paniagua et al.,

e e et e, e o i S i, i i, i s i e i, e 2017 )

Bt 5 bbb Drefs

Los espermatocitos primarios entran nuevamente en division pero ahora a la
primera meiosis y dan origen a los espermatocitos secundarios. Estos ultimos, son
haploides y con cromosomas bivalentes, uno de los espermatocitos secundarios va
a tener formula cromosomica 23X y otro 23Y, éstos ultimos, al presentar la segunda
divisibn meidtica, dan lugar a las esperméatides. Es importante mencionar que en las
divisiones celulares, tanto mitosis como meiosis, no ocurre la citocinesis total, lo que
deja puentes citoplasmaticos que permiten la formacién de sincicios para un
desarrollo sincronizado de las células espermatogénicas, las cuales garantizan una

produccion constante de espermatozoides (Bizarro Nevares et al., 2017)

2.2 Espermiogenesis:

Cada una de las espermatidas entran en un proceso de diferenciacién denominado
espermiogenesis, durante el cual van a sufrir una serie de cambios que la
transforma en un espermatozoide haploide con una morfologia caracteristica. Las

espermétides y los espermatozoides son células espermatogénicas que quedan
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situadas mas al interior de los tubulos seminiferos (cerca de la luz) (Panamericana,

2017).

Durante la espermiogénesis, las espermatides van a experimentar los siguientes
cambios (Hoffman et al., 2020) (Figura 3).

a)

b)
c)

d)

f)

Liberacion el exceso de citoplasma (que sera fagocitado por las
células de Sertoli)

La cromatina se compacta (reduciendo el tamafio del ndcleo)

El reticulo de Golgi se fusiona y forma el acrosoma (que recubre la
mayor parte del nlcleo)

El centriolo distal va a dar origen al flagelo del espermatozoide (que
daréa la motilidad propia a estas células)

Las mitocondrias se concentran alrededor del cuello del
espermatozoide formando la vaina mitocondrial (que dara la energia
necesaria al espermatozoide para su motilidad).

El citoplasma forma una vaina alrededor del cuello y el flagelo del
espermatozoide y que se le denomina gota citoplasmatica.



Céwla germinal primocdial  Gonocito Esparmatogonia fetal  Espermatogonia de transicion
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¥ oheciier, Ao, Derechon © MG -l BEucation. Dermchos Recm esdon

Figura 3. Desarrollo de las células germinales desde la célula germinal primordial hasta el

espermatozoide (Paniagua et al., 2017).

2.3 Espermatozoide.

El resultado final es la obtencién de espermatozoides maduros. El espermatozoide
es la célula de mamifero mas diferenciada, mide 60 um de largo; esta formado por
la cabezay la cola. La cabeza es aplanada y mide 4.5 um de largo y 3 um de ancho;
esta formada por el nucleo y el acrosoma. La cola tiene cuatro regiones: cuello,

pieza intermedia y pieza principal.(Bizarro Nevares et al., 2017)

El cuello es un estrechamiento que sigue a la cabeza y da origen al flagelo, este es
corto y esta formado por los centriolos y es el inicio de las fibras densas que forman

el flagelo del espermatozoide.

La pieza intermedia que se extiende unos 5 pm. Es el extremo proximal del flagelo
y contiene el axonema y un par central de microtubulos. Estas fibras no son

simétricas respecto a un eje, sino respecto al plano que divide la fibra 1 en dos

10



partes y pasa entre las fibras 5y 6. Las fibras 1, 5 y 6 son mas gruesas que las
demas. Externamente a las fibras densas se encuentra la vaina mitocondrial,
constituida por mitocondrias alargadas, de crestas paralelas y matriz
moderadamente densa, dispuestas formando una doble hélice. Hay escaso
citoplasma entre la vaina mitocondrial y la membrana plasmatica que la limita

externamente (Figura 3).

La pieza principal sigue a la pieza intermedia y es la parte mas larga del flagelo
(=45 um). En ella, la vaina mitocondrial ha sido sustituida por la vaina fibrosa. La
configuracion de las fibras densas varia de la pieza intermedia a la pieza principal.
A medida que avanzan hacia el extremo caudal del flagelo, las fibras densas son

mas finas.(Bizarro Nevares et al., 2017)

1

Vaina fibrosa @

Fibras densas o externas
Vaina mitocondrial

O

Pieza | <
principal ‘ [’ 1 Fibras densas o externas
~—

[

| Vaina fibrosa,

Pieza __|
intermedia

Centriolo
‘J proximal
X Columnas
estriadas

Envoltura
nuclear

Cuello —

Citoplasma

Cabeza —

Acrosoma

Acrosoma
"~~~ Membrana

Membrana
plasmatica
plasmatica

Representacion tridimensional Seccién longitudinal Secciones transversales

Figura 4. Estructura del espermatozoide humano (Paniagua et al., 2017).

El objetivo principal de los espermatozoides consiste en transferir ADN haploide

masculino al ADN femenino en el citoplasma de un ovocito a través de una serie de
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eventos que implican su desplazamiento a lo largo del tracto genital femenino y su

capacidad de fecundar al ovocito (Paniagua et al., 2017).

2.4 Semen

El liquido que se eyacula al momento del orgasmo en los varones es el semen; este
liguido contiene a los espermatozoides y a las secreciones de las vesiculas
seminales, de la préstata, de las glandulas de Cowper y probablemente, de las
glandulas uretrales. El volumen promedio por eyaculacion es de 1.5 mL después de
algunos dias de abstinencia sexual. El volumen del semen y el conteo de
espermatozoides disminuyen rapidamente con la eyaculacion repetida. Aunque solo
se necesita un espermatozoide para fertilizar el 6vulo, cada mililitro de semen
contiene normalmente unos 100 millones de espermatozoides (Barrett et al., 2020).
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha establecido los valores normales de
los pardmetros en el semen humano (Tabla 1y 2), la reduccién en la produccion de
espermatozoides (<15x10° células por mL), la presencia de espermatozoides con
alteraciones morfolégicas (<4% normales) o de espermatozoides inméviles (240%
mdaviles) también se correlaciona con la infertilidad. Ademas, en el semen hay altas
concentraciones de prostaglandinas que provienen de las vesiculas seminales, pero
aun se desconoce su funcion en el semen(Walsh & Smith, 2015). Las causas de la
infertilidad masculina, asi como los mecanismos subyacentes de los
espermatozoides en la fertilizacion, se utilizan como base en el desarrollo de la

anticoncepcion masculina(Bizarro Nevares et al., 2017).

2.5 Valores de referencia

“El objetivo del analisis de semen basico es evaluar los parametros descriptivos de
eyaculados obtenidos mediante masturbacién. Las cualidades macroscoépicas que
se evallan son el aspecto visual, olor, licuefaccion, viscosidad, volumen y las
microscopicas son concentracion espermatica por mL y numero total de
espermatozoides, movilidad y vitalidad espermatica. Ademas, también se realiza el
recuento diferencial segun la morfologia espermatica, la estimaciéon de la
aglutinacion/agregacion, y la evaluacion de la presencia de detritus y otros tipos

celulares en semen (Heineman, 2004).
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En las Tablas 1 y 2 se muestran los valores de referencia y terminologia para el
diagnostico de un andlisis de semen de acuerdo al Manual de Laboratorio para la
Exanimacion y Procesamiento del semen humano de la OMS del 2010.

Volumen >1.5ml
Color Grisaceo a ligeramente
amarillento
Coagulo Presente
Licuefaccion 60 minutos
Viscosidad Normal
Ph 7.2-8.0

Tabla 1. Valores de referencia las variables macroscépicas del andlisis del semen
humano (OMS 2010).

Concentracion. 15 x 10 © espermatozoides/ml
Cuenta total. >39 x 10 6 espermatozoides.
Motilidad total (Progresivos y no =240%
progresivos)

Motilidad progresiva =232 %
Viabilidad =258% vivos
Morfologia 24%

Leucocitos <1 x10 %ml
Otros Tipos Celulares Valores Normales
Células inmaduras < 5 por campo

Bacterias Escasas
Aglutinacion. < 10%

Tabla 2. Valores de referencia de las variables microscopicas del analisis de
semen humano (OMS 2010).
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3. Marco Teobrico

3.1 Origen de la fragmentacion del ADN del espermatozoide en
humanos.

La idea de que la medicion de la fragmentacion del ADN de los espermatozoides
podria ser una prueba util de la fertilidad masculina se remonta a la década de 1940
(Pacey, 2018). En 1946, Pollister y Mirsky descubrieron que una gran parte de los
complejos de proteinas que rodean el ADN en los espermatozoides de trucha no
estaban compuestos de histonas sino de protaminas (Pollister & Mirsky, 1946). Poco
después en 1949 con las investigaciones de Hans y Mirsky, observaron que “la
estructura de los cromosmas cambiaba por eventos espontaneos o en condiciones
experimentales (rayos X, etc.) que causaban roturas (fragmentacién) de los mismos
(Hans, 1948). Mas tarde, Alfert, en 1956 descubrié que las protaminas reemplazan
a las histonas después de la meiosis en la maduracion de los espermatozoides del
salmon. Junto con el descubrimiento de la doble hélice en 1953, Leuchtenberger y
colaboradores (1953) descubrieron que la cantidad de ADN de los machos infértiles
tenia una variacion significativamente mayor en comparacién con los machos

fértiles.

Con estas investigaciones ayudaron a descubrir en el camino de la ciencia, que la
calidad de una muestra de esperma era mas que una cuestion de numero y

movilidad de los espermatozoides (Leuchtenberger et al., 1953).

Durante los afios setenta, surgio un interés creciente en una posible asociacion
entre la exposicion a agentes que dafian el ADN y una posible reduccion de la
fertilidad. En (1970) Ringertz y colaboradores utilizaron un ensayo en el que se
calentaron espermatozoides de toro a 100°C y se detectd la posterior
desnaturalizacion del ADN por microfluorometria, al usar naranja de acridina. Se
dieron cuenta de que los espermatozoides presentaban una mayor estabilidad
durante la espermiogénesis (Ringertz et al., 1970). En otro estudio observaron una
disminucién en el recuento de espermatozoides del epididimo y el peso de los
testiculos en ratones después de la exposicion a la irradiacion. Posteriormente, se

observé una mayor pérdida de preimplantacion de embriones en los ratones hembra
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después del apareamiento (Searle & Beechey, 1974). Por otro lado Williamson en
el mismo afio aisl6 ADN de hepatocitos de embrion de raton. En su trabajo, observo
que el ADN aislado presentaba diferentes grados de absorcion, esta diferencia es
comun entre el ADN del citoplasma y el ADN nuclear. Por lo tanto, formulo la
hipotesis de que los fragmentos de ADN citoplasmaticos correspondian a una
degradacion especifica de ADN nuclear asociada a muerte celular o apoptosis. A
partir de este momento, quedd claro que habia diferencias medibles entre la
cantidad o composicion de ADN de diferentes individuos o poblaciones de sujetos

animales o humanos con fertilidad alta o baja (Williamson, 1970).

Durante la etapa de espermatogénesis se puede producir un dafio en el ADN
espermatico. Se han estudiado factores etiolégicos, que provocan dafio irreversible
en el ADN del gameto masculino, que se han correlacionado con altos niveles de

dafio en el ADN de los espermatozoides del varon(Spano et al., 2000)

Durante la espermatogénesis se realiza un proceso Unico de remodelacion de
cromatina. En el esperma la cromatina tiene actividad transcripcional reprimida y el
ADN se encuentra condensado. Para que se lleve a cabo el proceso de
compactacion de cromatina primero, se requiere la participacion de las histonas,
estas son proteinas nucleares basicas responsables del empaquetamiento del ADN
en las células somaticas. Cuando las histonas estan hiperacetiladas y los
nucleosomas se disocian(Aoki et al., 2005) (Carrell et al ., 2007), el ADN sufre
remodelacion, ya que las proteinas son reemplazadas, por proteinas de transicion
(TP1, TP2 y TP4). Estas proteinas de transicion aparecen en un breve periodo de 2
a 3 dias durante las etapas 12-15 de la espermiogenesis y son extremadamente
importantes durante la condensacion normal del ADN, porque reducen las roturas
del ADN. Al final de la espermiogénesis, las proteinas de transcripcion (TP) se
reemplazan por nucleoproteinas especificas llamadas protaminas (PRM) (Pradeepa
& Rao, 2007).

Las protaminas tienen la funcion de compactar el ADN del esperma de tal manera
gue es seis veces mas compacto que el ADN de las células somaticas y promueve
la estabilizacion y proteccion del nacleo del esperma (McLay y Clarke, 2003).

15



Ademas, la compactacion del ADN disminuye el volumen celular del
espermatozoide, facilitando su paso a través del tracto reproductor femenino, la
penetracion y activacion del ovocito, que posteriormente iniciara el desarrollo

embrionario sin dafiar el ADN (Oliva, 2006 ).

Las PRM se unen a la curvatura menor del ADN y forman complejos altamente
compactados. Cuando las protaminas se unen al ADN, hacen que las particulas de
ADN se enrollen en circulos concéntricos y forma una estructura denominada
toroide que lo condensa (Wouters-Tyrou et al ., 1998 ) y promueve una mayor
estabilidad del ADN (Gosélvez et al ., 2011 ). Las estructuras toroides de las
nucleoproteinas contienen ADN altamente compactado y ubica ligandos en cada
curvatura del ADN que lo mantiene unido. En la figura 5 se muestra un esquema de

los cambios en la cromatina de los espermatozoides.

Spermatogonia Spermatocyte Round Spermatid ~ Elongating Spermatid ~ Spermatozoa
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Figura 5. Representacién esquematica de los cambios de cromatina durante la espermiogénesis y
las regiones susceptibles de la cromatina de los espermatozoides a la fragmentacion del
ADN.(Hamilton & Assumpcéo, 2020)

3.2 Empaquetamiento anormal de la cromatina
El intercambio que ocurre entre las histonas y las proteinas que se encuentran en

las estructuras toroides de los espermatozoides, se debe a que en las espermatidas,
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el ADN debe sufrir una serie de roturas programadas y reparaciones posteriores. Se
cree que en este proceso la topoisomerasa Il es imprescindible. Esta enzima es la
responsable de cortar y reunir correctamente el ADN para reducir el estrés torsional
originado. Si hay algun tipo de alteracién en el control de este proceso, pueden
existir roturas en el ADN que no sean reparadas y que persistan en los

espermatozoides(Hamilton & Assumpgéo, 2020).

Asi mismo, la topoisomerasa es importante en el proceso debido a que promueve
la condensacién del ADN mediante la ruptura fisiologica y la union del ADN durante
la espermiogénesis. Las rupturas fisiologicas que se presentan en el ADN de los
espermatozoides durante la espermiogénesis alivian la torsién de la cromatina, lo
que favorece el proceso de protaminacion. No obstante estas roturas enddégenas
del ADN no deben persistir en los espermatozoides maduros (McPherson y Longo,
1993) y deben ser reparadas por la propia célula antes de que finalice el proceso de
protaminacion (Balhorn, 1982 ; Andrabi, 2007 ), de lo contrario esto puede causar
gue el ADN se presente fragmentado. En el estudio de Zhao y colaboradores (2004)
demostraron que los ratones que carecen de proteinas de transicidbn generan
espermatozoides con altos niveles de fragmentacion en el ADN, una compactacion
defectuosa de cromatina y un bajo potencial de fecundacion. No obstante, las
células en etapas avanzadas de diferenciacion (espermatidas y espermatozoides)
las roturas del ADN no son detectables y no tienen ningdn mecanismo de
reparacion, por lo que podrian estar presentes en el eyaculado células con dafio en
el ADN (Lewis y Agbaje, 2008).).

Los espermatozoides con dafo en el ADN pueden fertilizar, pero el desarrollo del
embrion puede verse comprometido (Tesarik et al ., 2002 ). El efecto de la cromatina
espermatica anormal depende de la capacidad del ovocito para reparar el dafo del
ADN (Evenson et al ., 2002 a). Los ovocitos y embriones en una etapa temprana de
desarrollo son capaces de reparar el dafio del ADN de los espermatozoides, pero
esta capacidad es limitada y no se resuelven problemas como DSB y roturas en
regiones asociadas a histonas (Menezo et al ., 2010 ). Por lo tanto, la integridad del

ADN de los espermatozoides es un rasgo importante e independiente de los
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espermatozoides que se ha asociado con el potencial de fertilidad en las

biotecnologias reproductivas (Larson-Cook et al ., 2003 ).

3.3 Apoptosis:

La fragmentacion del ADN espermatico también puede ser inducida por apoptosis
abortiva durante la espermatogénesis. La apoptosis asegura que ninguna célula
germinal defectuosa se diferencie en espermatozoides; sin embargo, el fracaso de
este proceso puede resultar en la acumulacion de espermatozoides que expresan
marcadores apoptoticos FAS que se unen a receptores de muerte y que activan la
caspasa-8 o 10 en el semen eyaculado. De hecho, la expresion de Fas en los
espermatozoides eyaculados es un indicador de un aumento de la apoptosis
abortiva. Fas se ha implicado en el control de la apoptosis durante la
espermatogénesis en varias especies de mamiferos. En el ser humano, la presencia
de dafo en el ADN nuclear en los espermatozoides eyaculados ha apuntado a un
posible papel de la apoptosis durante la espermatogénesis (Boekelheide, 2005).
Ademas, la presencia de Fas y p53 en el esperma de hombres infértiles indica que
estas células podrian haber escapado del proceso apoptotico abortivo (Sakkas et al
., 2002).

3.4 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo ocurre cuando hay un desequilibrio entre la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y los antioxidantes en el plasma seminal. Las
ROS son moléculas derivadas del oxigeno altamente reactivas con uno o mas
electrones libres (Sanocka & Kurpisz, 2004). En el equilibrio correcto, las ROS
juegan un papel importante en los espermatozoides: contribuyen a la capacitacion,
la reaccion acrosomal y la fusion entre espermatozoide-ovocitos (Aitken, 2017). El
desequilibrio patologico puede ser causado por multiples factores: produccion
excesiva de ROS enddgenas (son la radiacion, la inflamacion, la activacion de
oxidasas y oxigenasas Yy la pérdida de la capacidad antioxidante ) o exdgenas (la
fosforilacion oxidativa, los peroxisomas y la activacion de células inflamatorias(Bisht
et al., 2017) suministro agotado de antioxidantes, inactivacion o disminucion de la

produccion de enzimas antioxidantes o una combinacion de los mencionados(Evans
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et al., 2021). Este tipo de reaccion genera dafio al menos en a una de las cadenas
de ADN, induciendo la fragmentacion del ADN de los espermatozoides (Agarwal et
al ., 2003).

4. Planteamiento del problema

La infertilidad masculina es un problema global que representa el 50% de todos los
casos (Selvam et al.,, 2019). La evaluacion de la infertilidad masculina en el
laboratorio comienza con el andlisis de semen convencional, que incluye
pardmetros esperméaticos clave como concentracion, motilidad, morfologia vy
viabilidad. Los pardmetros anormales del semen se consideran un indicador de
subfertilidad en los hombres (Sharlip et al., 2002).

Se han estudiado etiologias para comprender las posibles causas de infertilidad
masculina, sin embargo, hasta un 30% de los hombres con parametros seminales
normales (normozoospérmicos) son diagnosticados con infertilidad Idiopatica (UMI)

ya que se desconoce el motivo de su infertilidad (Selvam et al., 2019).

El fracaso de la fertilizacion de los espermatozoides no se explica claramente con
el analisis de semen convencional, pocos estudios examinan especificamente el
dafio del ADN espermatico en hombres normozoospérmicos que se presentan para
un estudio de infertilidad (Belloc et al., 2014).

Ademas se han encontrado nimeros estudios que demuestran que el aumento de
la Fragmentacion del ADN espermatico afecta negativamente a las tasas de
concepcion. Debido a que el dafio del ADN en los espermatozoides puede afectar
la salud y el bienestar de la descendencia e infertilidad masculina. De acuerdo con
un estudio de Eisenberg el al (2017) los hombres que presentaban un diagnostico
Normozoospérmico experimentaron abortos espontaneos recurrentes inexplicables

debido a que tuvieron un alto porcentaje de dafio en el ADN del esperma.

Tomando en cuenta que un cambio en la expresion de las proteinas del esperma
puede ser una causa importante de subfertilidad en hombres normozoospérmicos,

es necesario contar con pruebas especificas para evaluar la integridad del ADN
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espermatico ya que la fragmentacion del ADN de los espermatozoides puede causar

esterilidad masculina (Pradeepa & Rao, 2007).

Ademas se han encontrado nimeros estudios que demuestran que el aumento de
la Fragmentacion del ADN espermatico afecta negativamente a las tasas de
concepcion. Debido a que el dafio del ADN en los espermatozoides puede afectar
la salud y el bienestar de la descendencia e infertilidad masculina. De acuerdo con
un estudio de Eisenberg el al., (2017) los hombres que presentaban un diagnostico
Normozoospérmico experimentaron abortos espontaneos recurrentes inexplicables

debido a que tuvieron un alto porcentaje de dafo en el ADN del esperma.
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5. Justificacion:

La integridad del ADN del esperma es importante para la transmision del codigo
genético del gameto masculino y es decisiva para un embarazo sano y exitoso
(Benchaib et al., 2003). Existen estudios para evaluar la infertilidad masculina, para
ello, la OMS estableci6é una serie de pardmetros basicos en el semen humano que
deben ser analizados de forma rutinaria, tales como: volumen de eyaculacion,
concentracion de espermatozoides, vitalidad, morfologia y pH. Sin embargo, se
estima que alrededor del 15% de los hombres infértles son pacientes

normozoospérmicos es decir presentan valores de semen normales.

Los eyaculados del varon pueden presentar altos porcentajes de espermatozoides
con fragmentacion del ADN, lo que presenta una amenaza para la fertilidad
masculina y la salud de la descendencia. Esto significa un problema, ya que existe
un grupo de hombres con problemas reproductivos que presentan caracteristicas
de concentracién, motilidad y morfologia normales, pero con altos niveles de
fragmentacién del ADN espermatico, por lo que se puede inferir que muchos

parametros del semen no representan completamente la calidad del esperma.

Como se ha comprobado que la integridad del ADN es fundamental para la
fecundacion, implantacion y desarrollo de los embriones debido a que los altos
niveles de fragmentacion del ADN de los espermatozoides (DFI) se ha asociado
significativamente con una falla del embarazo. Por esta razon es importante conocer
el grado de fragmentacion del ADN de los espermatozoides con diagndstico de
normozoopermia, debido a los multiples factores que estan causando fragmentacién
nuclear como, el empaquetamiento anormal de la cromatina provocando errores en
la sustitucion de histonas por protaminas, la apoptosis y una sobreproduccion de las

especies reactivas de oxigeno induce la SDF.

21



6. Objetivos:

6.1 Objetivo General

Investigar en la literatura cientifica las causas que inducen la fragmentacion del ADN

en individuos con diagndstico de nhormozoopermia y sus consecuencias en la salud

reproductiva.

6.2 Objetivos especificos.

1.

Investigar las causas mas frecuentes que inducen la fragmentacion del ADN
de pacientes normozoospérmicos.

Investigar si la fragmentacion del ADN del espermatozoide es causa
importante de infertilidad en la pareja.

Documentar el efecto de la fragmentacion del ADN espermético en las
técnicas de reproduccién asistida.

Contrastar si se ha registrado un aumento en la fragmentacién del ADN en
los ultimos afios.

Investigar las técnicas utilizadas para la determinacion de la fragmentacion.
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7. Metodologia:

La basqueda bibliogréfica se realizdé en las base de datos: EBSCO, Cambridge
University Press, Pubmed, Pubmed Central, Science, Science Direct, con las
palabras clave: Sperm DNA fragmentation, human sperm fragmentation, Sperm
DNA fragmentation causes. No hubo restriccion por fecha de publicacion de los
articulos debido a la importancia de conocer la evolucion de las causas mas
frecuentes por las que se da la fragmentacion del ADN en pacientes
normozorpemicos, sin embargo para hacer la seleccion de articulos, se realizé una
divisiébn de articulos. Primero se investigd en qué afio se empezd a estudiar la
fragmentacion del ADN espermatico y cual fue la causa que lo originéd en los
pacientes normozorpermicos, estos articulos con fechas de publicacion de 1940
hasta 2005 se utilizaron para redactar antecedentes, a partir del afio 2009 hasta el
2021 se seleccionaron los articulos que reportaran sobre las pruebas que se han
realizado para la determinacion de la fragmentacion del ADN vy si la fragmentacion
del ADN del espermatozoide es causa de infertilidad en la pareja, dando importancia
a los articulos de fechas recientes para investigar si ha aumentado el porcentaje de

espermatozoides con ADN fragmentado en pacientes normozoospérmicos.

Ademas se investigd cuales eran los valores normales de la fragmentacion del ADN

de los espermatozoides que podemos encontrar en pacientes normozoospérmicos.

Criterios de seleccién: Articulos escritos en espafiol o inglés; causas en la
fragmentacién del ADN espermatico, casos clinicos en el que los pacientes eran
diagnosticados como normozoospérmicos; aplicacion de los estudios o pruebas en

humanos.

Se dio preferencia a los estudios que aportaron informacién sobre la repercusion
de la fragmentacién del ADN espermatico en el proceso de la fertilizacion y que
afecta negativamente las tasas de concepcion, el proceso de desarrollo embrionario

y en la salud y el bienestar de la descendencia.

Se incluy6, ademas, una breve revision de las técnicas actuales para evaluar la

fragmentacion del ADN, su utilidad con sus respectivas ventajas y desventajas. Por
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altimo se hace una serie de recomendaciones de practica clinica con base en lo que

se considera el mejor abordaje en este tema.

8. Resultados

Las palabras clave como Sperm DNA fragmentation, Human sperm fragmentation,

Sperm DNA fragmentation causes, resultaron en mas de 19444, 77038 y 75710

articulos respectivamente en el buscador “Cambridge Core”, en la cual se registré

un namero mayor de publicaciones en comparacion de los otros buscadores (Tabla

3). Se llevo a cabo una exhaustiva seleccion de los articulos con base en los criterios

sefalados y, sobre todo su aplicacion en humanos.

Buscador | Numero de articulos | Palabras clave
encontrados
EBESCO 8, 462 Sperm DNA fragmentation
3,774 human sperm fragmentation
367 Sperm DNA fragmentation causes
Cambridge 19,444 Sperm DNA fragmentation
Core 77,038 human sperm fragmentation
75,710 Sperm DNA fragmentation causes
Pubmed 2,945 Sperm DNA fragmentation
2,997 human sperm fragmentation
1,307 Sperm DNA fragmentation causes
Pubmed 10,481 Sperm DNA fragmentation
Central 11,557 human sperm fragmentation
7,954 Sperm DNA fragmentation causes
Scients 694 Sperm DNA fragmentation
716 human sperm fragmentation
464 Sperm DNA fragmentation causes
Science 10,078 Sperm DNA fragmentation
direct 10,402 human sperm fragmentation
7,594 Sperm DNA fragmentation causes
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Nature 894 Sperm DNA fragmentation
877 human sperm fragmentation
389 Sperm DNA fragmentation causes
Springer 5,662 Sperm DNA fragmentation
6,662 human sperm fragmentation
4,704 Sperm DNA fragmentation causes

Tabla 3: Registro del numero de articulos encontrados en cada buscador vs

palabras clave.

8.1 Causas de la fragmentacion del ADN de los espermatozoides

Segun la bibliografia el dafio al ADN del espermatozoide puede afectar al ADN
mitocondrial como al nuclear y se ha demostrado que estos pueden ocurrir durante
la produccion o el transporte de las células espermaticas a través de los tubulos
seminifero y el epididimo, el cual afecta el potencial de fertilidad masculina

(Quintero—Véasquez et al., 2015)
Este dafio puede ser inducido por los siguientes mecanismos:

8.1.1 Empaquetamiento anormal de la cromatina

Errores en la sustitucion de histonas por protaminas. El dafio de la cromatina / ADN
de los espermatozoides puede ocurrir en los testiculos, los conductos genitales
masculinos y también después de la eyaculacion. Durante el proceso de la
espermatogénesis las histonas sométicas son hiperacetiladas y reemplazadas por
las proteinas de transicion nuclear (TP1 y TP2) éstas a su vez son reemplazadas
por otras proteinas, conocidas como protaminas (P1y P2) (Moradi et al., 2018)(Aoki
et al., 2005). Las protaminas son las proteinas mas abundantes en el
espermatozoide maduro y empaquetan el genoma paterno dentro del nucleo
espermatico. Estas proteinas son ricas en arginina y residuos de cisteina; la gran
cantidad de arginina provee una fuerte de carga positiva que facilita su unién al ADN
y garantiza el reemplazo de las histonas por las proteinas de transicién nuclear y
éstas por las protaminas. Los multiples residuos de cisteina son oxidados para
formar puentes disulfuros entre las protaminas y estabilizar la cromatina durante los

estadios finales de la maduracion espermética (Hao et al., 2019).
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Tanto la P1 como la P2 son necesarias para la condensacion adecuada de la
cromatina. La alta carga positiva de las protaminas permite la neutralizacion de la
carga negativa del ADN, lo que genera mayor compactacion en el ndcleo
espermatico (Erenpreiss et al., 2006). Una vez que el espermatozoide pasa a través
del epididimo las protaminas se unen por enlaces disulfuro reduciendo el volumen
de la cromatina, esto hace que el ADN del esperma esté seis veces mas
condensado que el de los cromosomas mitéticos y asi el material genético esté
protegido durante su trayecto a lo largo de los aparatos genitales masculino y
femenino. Un defecto en la sintesis de protaminas y en la formacion de puentes
disulfuro afecta el empaquetamiento de la cromatina, lo que aumenta la
vulnerabilidad de los espermatozoides a la fragmentacion del ADN (Pradeepa &
Rao, 2007).

8.1.2 Proporciones de protaminaly 2

Cuando la protaminacién se lleva a cabo de forma incorrecta, se producen
trastornos de condensacién de cromatina (Sotolongo et al ., 2005 ). Algunos
estudios han demostrado que una escasa protaminacion se relaciona con una

mayor susceptibilidad al dafio oxidativo y con una elevada fragmentacién en el ADN.

Como se menciond anteriormente, las proteinas de transicion se reemplazan luego
por protaminas 1y 2 (P1, P2). P1y P2 se expresan en una relacion aproximada de
1: 1, se ha visto que puede existir una variabilidad en la expresion y algunos autores
han descrito que en pacientes fértiles normozoospérmicos dicha expresion puede
variar entre 0.54 y 1.43 (Nanassy et al., 2011). Tanto el aumento como la reduccion
de esta proporcion se han relacionado con la infertilidad masculina, lo que sugiere
que las anomalias en la expresion, el procesamiento y el reemplazo de la protamina
pueden ser responsables de los efectos sobre los parametros del semen
observados en los hombres infértiles afectados por una protaminaciéon deficiente,
junto con anomalias en los procesos reguladores asociados. La protaminacion
anormal puede resultar en una condensacion insuficiente en el nucleo del
espermatozoide, genera espermatozoides mas vulnerables a agentes enddgenos y

exdgenos, como nucleasas (Ribas-Maynou et al., 2014) lo que hace que el ADN
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paterno sea susceptible de dafo, lo que podria tener consecuencias perjudiciales

sobre la embriogénesis (Francis et al., 2014)

8.1.3 Apoptosis:

La apoptosis es el término utilizado para la muerte celular programada que ocurre
normalmente en muchos procesos fisiologicos. Los espermatozoides expresan
marcadores de apoptosis durante la espermatogénesis y durante la maduracion a
través del epididimo. En los testiculos, la apoptosis es responsable de mantener la
proporcion entre las células germinales y de Sertoli, al eliminar las células
germinales defectuosas y controlar la produccién de esperma (proceso apoptético
abortivo) (Shukla et al ., 2012). La presencia de moléculas implicadas en las vias de
la apoptosis, como las caspasas 1, 3, 8 y 9, indica roturas del ADN de los
espermatozoides bicatenarios. Las roturas de ADN de doble hebra estan unidas a
la matriz nuclear del esperma y estan relacionadas con la falta de reparacion del
ADN durante la meiosis, lo que induce abortos espontaneos y fallas de implantacién
(Ribas-Maynou y Benet, 2019).

8.1.4 Especies reactivas de Oxigenos (ROS)

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son vitales para procesos fisiolégicos
como la apoptosis y la capacitacion, sin embargo una sobreproduccion conduce a
varios efectos, incluida la fragmentacion del ADN espermatico (SDF). Este dafio en
el ADN es en gran parte oxidativo y esta estrechamente asociado con defectos en
la espermiogénesis. Para explicar el origen de este dafio en el ADN, se postul6 que
la espermiogénesis se interrumpe por el estrés oxidativo, lo que lleva a la creacion
de gametos defectuosos con cromatina mal remodelada y que son particularmente
susceptibles al ataque de los radicales libres de oxigeno (Aitken & Curry, 2011). La
fragmentacion del ADN se caracteriza tanto por presentar roturas de una solo hebra
(SSB) como por tener roturas de doble hebra DSB. El dafio en roturas de cadena
doble del ADN estad relacionado con apoptosis, hidrolisis por caspasas Yy
endonucleasas, y por radicales libres de oxigeno, haciéndolo mas dificil de reparar

gue el de cadena sencilla (Le et al., 2020).
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En el ADN que presenta dafios en una sola hebra (SSB,) la otra hebra no dafiada
puede actuar como molde para la replicacion. Las SSB son causadas por la accion
de la enzima topoisomerasa abortiva o la actividad de la ADN ligasa adyacente a
una lesion, que puede unirse covalentemente al fosfato y, por lo tanto, puede fijarse.
Las lesiones que ocurren con mas frecuencia son las modificaciones de bases,
azucares y SSB después de oxidacion, alquilacion, desaminacion e hidrdlisis
espontanea. Cuando estas lesiones no se reparan, pueden comprometer la
integridad del genoma y el deterioro del empaque de la cromatina puede resultar en
una maduracién defectuosa y la aparicion de espermatozoides con aumento de la

fragmentacion de su ADN (Agarwal et al., 2019).

Por otro lado diversos estudios han investigado como los factores externos activan
las especies reactivas de oxigeno y en consecuencia a la activacion de las caspasas
y endonucleasas espermaticas por los ROS que inducen la fragmentacion del ADN

espermaético.

8.1.5 Estrés oxidativo pos testicular

Estudios recientes muestran que los espermatozoides inmaduros, que producen
altos niveles de ROS, pueden inducir dafio al ADN en los espermatozoides
maduros. Es decir este dafio se produciria tras la espermiacién durante la
comigracion entre espermatozoides maduros e inmaduros desde los tubulos
seminiferos hasta la cola del epididimo (Wallach et al., 2010) de esta forma puede
dafiar el ADN de los espermatozoides directa o indirectamente a través de la
activacion de las caspasas y endonucleasas de los espermatozoides. Esto es
consistente con el hecho de que la cocentrifugacion de espermatozoides inmaduros
(que producen altos niveles de ROS) con espermatozoides maduros da como
resultado la induccion de la fragmentacion del ADN en los espermatozoides
maduros, porque en estas condiciones, los espermatozoides maduros e inmaduros

estan en estrecho contacto.

8.1.6 Factores extrinsecos:
Las modificaciones en la remodelaciéon de la cromatina, la apoptosis y el estrés

oxidativo son tres mecanismos principales que contribuyen a la fragmentacion del
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ADN espermatico y estan interrelacionados y a su vez forman un mecanismo
unificado (Moradi et al., 2018); A pesar de ser los principales factores de la
fragmentacion del ADN espermatico, existen otras causas de acuerdo a la literatura,

estos podrian ser:

8.1.6.1 Sobrepeso

De acuerdo con Le y colaboradores (2020), investigaron la relacion entre el indice
de masa corporal (IMC) y el sindrome metabdlico en la fragmentacion del ADN de
los espermatozoides (SDF) y encontraron que los pacientes con sobrepeso y
sindrome metabdlico presentan un mayor nivel de fragmentacion del ADN

espermaético.

Raad y colaboradores (2019) compararon los niveles de ROS intracelulares en los
espermatozoides de hombres delgados y obesos. Para ello, evaluaron los niveles
de especies reactivas de oxigeno intracelular (ROS) con la prueba de nitroazul de
tetrazolio en los espermatozoides maoviles derivados del procedimiento swim-up de
hombres obesos y delgados, y observaron un mayor porcentaje de células ROS (+)
en los espermatozoides de los hombres obesos en comparacion con los

espermatozoides de los hombres delgados.

8.1.6.2 Diabetes mellitus

Una complicacion importante de la diabetes es la alteracion del sistema reproductor
masculino, debido a que el metabolismo de la glucosa es un evento importante en
la espermatogénesis. Diversos estudios tanto en humanos como en animales han
confirmado el efecto deletéreo de la diabetes sobre las funciones sexuales, como
los parametros del semen, la fragmentacion de ADN nuclear y por ello la calidad de
la cromatina (Ding et al., 2015). Se ha estudiado que los espermatozoides de
hombres con diabetes tipo 1 tienen defectos estructurales y fragmentacion del ADN
nuclear y mitocondrial, ademas de una disminucion de la motilidad y disminucién en
la union con la zona peltcida del ovocito durante la fecundacion (Roessner et al.,
2012)
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Del mismo modo se estudid que los pacientes con DM2 tuvieron un mayor
porcentaje de espermatozoides con fragmentacion del ADN en comparacion con los
pacientes con DM1 y los controles (Condorelli et al., 2018)

8.1.6.3 Varicocele

El varicocele es una enfermedad vascular caracterizada por el agrandamiento
anormal de las venas del plexo pampiniforme y es una causa bien conocida de
infertilidad masculina (Finelli et al., 2021) y ocurre en aproximadamente el 35% al
40% de la poblacién masculina humana (Fang et al., 2021). De acuerdo a diversas
investigaciones se cree que estas anomalias se manifiestan en hombres que
presentan niveles elevados de especies reactivas de oxigeno y dafio en el ADN
espermatico, esto probablemente esté relacionado con una espermatogénesis
defectuosa en estos pacientes. Se ha reportado que la tasa de espermatozoides
apoptoéticos en pacientes con varicocele es mas alta que en aquellos sin varicocele
(Mohammed et al., 2015). Por lo que varios autores afirman que hombres infértiles
con varicoceles mostraron un dafio significativamente mayor en el ADN de los
espermatozoides, respaldando aun mas la premisa de que el varicocele puede
afectar la integridad del ADN de los espermatozoides (Gill et al., 2021) ya que los
pacientes muestran parametros seminales significativamente reducidos (volumen,
namero total de espermatozoides, motilidad progresiva, morfologia normal) y
aumento de la SDF (Finelli et al., 2021)

8.1.6.4 Exceso de globulos blancos

A medida que aumenta el nivel numero de leucocitos seminales; el volumen
seminal, la concentracion, la vitalidad y la capacidad de fertilizar de los
espermatozoides disminuyen; en casos mas graves, la cromatina puede
desnaturalizarse y fragmentar el ADN de los espermatozoides ademas de aumentar
el niumero de células espermatogenéticas inmaduras y de células aberrantes
(Sheng Liu, et al .,2021).

8.1.6.5 Contaminacion ambiental
Diversos estudios muestran la evidencia de una asociacion entre la exposicion a las

altas concentraciones de contaminantes ambientales, contaminantes industriales y
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el incremento del dafio al ADN espermatico. Maxim y colaboradores (2021)
estudiaron la influencia de la contaminacion industrial en el patrén de morfologia de
los espermatozoides y la fragmentacion del ADN de los espermatozoides en
hombres de la poblacion general de Siberia occidental y mencionan que los
residentes de Kemerovo se caracterizaron por un recuento y motilidad de
espermatozoides reducidos, una fragmentacién elevada del ADN, una morfologia
deficiente de los espermatozoides y una mayor incidencia de efectos morfolégicos
de la cabeza (acrosoma piriforme, alargado, redondo, anormal y cromatina
vacuolada), insercion asimétrica del cuello y exceso de citoplasma residual
(Kleshchev et al., 2021).

8.1.6.6 Exposicion a sustancias quimicas ambientales

La literatura de estudios toxicologicos indica que ciertos contaminantes ambientales
pueden, al menos en dosis experimentales, inducir la fragmentacion del ADN
espermético (Tabla 4 )(Evenson & Wixon, 2005) (Specht IO et al., 2012) y / o inducir
estrés oxidativo (Aitken, 2008). Se pueden medir al menos 200 sustancias quimicas
exdgenas en la mayoria de las personas en un momento dado, pero muy pocas
sustancias quimicas se han evaluado especificamente por su potencial de dafar el
ADN de los espermatozoides. Estudios anteriores han proporcionado evidencia de
una asociacion entre la exposicion a altos niveles de contaminacion del aire y un

mayor dafio del ADN en el esperma humano (Rubes, 2007)

Contaminantes ,
_ Lugar donde se encuentran Cita
ambientales

Plasticos Meeker et al., 2010
Vitku et al., 2015

Productos antisépticos: (Zamkowska et al., 2018)

Bisfenol A (BPA)

Triclosan toallas humedas de mano,

unguentos o gel

Derivados del acido para-

hidroxibenzoico (PHBA) que
Parabenos
se produce de forma natural

en muchas frutas y verduras,
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como pepinos, zanahorias,

cerezas, arandanos y

Agricolas

cebollas.
Pesticidas
organofosforados
Ftalato Plasticos
Acumulacion de alimentos en: | (Pant, Kumar, Upadhyay,
Cadmio patés, mariscos, Gupta, & Chaturvedi,
champifiones o algas secas 2015
Plomo
o se utilizan en diferentes tipos | (Spano et al., 2005)
Bifenilos ) )
_ de productos industriales, es
policlorados _
un contaminante
(PCB)
organoclorado
_ _ Plaguicidas domésticos y (Zamkowska et al., 2018)
Piretroides

Aflatoxinas B1
AFB1

Subproductos venenosos del
hongo Aspergillus, que se
encuentra en el suelo y que
participa en la
descomposicién de los
materiales vegetales. Las
aflatoxinas se pueden
encontrar en varios productos
alimenticios, como maiz,

sorgo, mijo, arroz y trigo.

(Komsky-Elbaz et al.,
2018)

Microcistina-LR

Toxinas cianobacterianas

(Li et al., 2008)

2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-
p-dioxina (TCDD)

Formado durante la
fabricacién de hidrocarburos
clorados puede acumularse

en la cadena alimentaria

(Lavranos et al., 2012)

Tabla 4. Se muestra algunas de sustancias toxicas, quimicas, ambientales que inducen la

fragmentacion del ADN espermatico, mediado por estrés oxidativo:
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8.1.6.8 Temperatura

El efecto de la temperatura de almacenamiento y la criopreservacion sobre el ADN
de los espermatozoides se ha estudiado en varias especies. Se sabe que las
temperaturas entre 5 ° C y 15 ° C mantienen el ADN intacto durante periodos de
tiempo mas largos que temperaturas mas altas como 20 o0 37 ° C, y que cuanta mas
alta sea la temperatura, mas drastico sera el aumento de SDF en los conejos, perros
y toros (Lo CC et al.,2002) ( Prinosilova et al., 2012) . Sin embargo, en especies
como los elefantes, el semen enfriado criopreservado reduce notablemente la
fertilidad y la estabilidad del ADN del esperma durante la incubacién a 37 °C (Imrat
et al., 2012). Por otro lado, aunque la criopreservacion de espermatozoides es util
para preservar la fertilidad masculina antes de la terapia de enfermedades malignas,
vasectomia o tratamientos quirdrgicos de infertilidad en humanos, y para su uso en
programas de reproduccion artificial asistida para el mejoramiento genético en
especies animales, esta técnica puede conducir a efectos nocivos, cambios en la
estructura y funcién de los espermatozoides. Diferentes estudios sobre la dinamica
de la fragmentacion del ADN de los espermatozoides antes y después del
almacenamiento de los espermatozoides muestran que la criopreservaciéon es un
tema importante que debe tenerse en cuenta, ya que puede disminuir la longevidad
del ADN (Jackson et al., 2010) ( Gosélvez et al., 2010). La pérdida de la calidad del
ADN espermatico observada en todas las especies de mamiferos analizadas hasta
ahora puede tener una incidencia negativa en el resultado reproductivo ( Gosalvez
et al., 2011).

8.6.1.9 Tabaquismo

Se encontraron investigaciones las cuales demuestran que fumar ciertas cantidades
de cigarrillos puede afectar la fragmentacion del ADN espermatico. Mosfata y
colaboradores (2018) exploraron los efectos del tabaquismo sobre los parametros
del semen y la fragmentacion del ADN en 95 pacientes infértiles, los cuales se
dividieron en 45 hombres no fumadores infértiles y 50 fumadores masculinos
infértiles. A su vez los fumadores se subdividieron segun el numero de cigarrillos
fumados por dia. Y encontraron que el porcentaje de condensacion anormal de

cromatina en los espermatozoides fue significativamente mayor en los fumadores,
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en comparacion con los no fumadores. Estas anomalias también fueron
proporcionales al numero de cigarrillos fumados por dia y a la duracion del
tabaquismo lo que los resultados indican que fumar cigarrillos tiene efectos

perjudiciales sobre los parametros del semen (Mostafa et al., 2018)

Por lo que fumar cigarrillos puede aumentar el nivel de ROS en el plasma seminal,
disminuir el recuento total de espermatozoides y la motilidad progresiva de los
espermatozoides e inducir malformaciones y fragmentacion del ADN espermatico

en varones antes de la concepcién. (Darvandi et al., 2019)

8.1.6.10 Laedad

De acuerdo a diversos estudios demuestran que un aumento significativo en el dafio
del ADN de los espermatozoides se debe a la edad, los hombres de 40 afios o mas,
también corren un mayor riesgo de presentar dafio en el ADN de los
espermatozoides (Alshahrani et al., 2014) y sugieren que la fragmentacion del ADN
es significativamente menor en hombres menores de 35 afios (Belloc et al., 2009).
El aumento de la edad paterna se asocia con disminuciones significativas en varios
parametros espermaticos, incluido el volumen del semen, el recuento celular, la

motilidad, la morfologia y la viabilidad de los espermatozoides (Halvaei et al., 2020)

En un estudio de Belloc y colaboradores (2014) evaluaron la fragmentacién del ADN
espermatico en los hombres de parejas normozoospérmicos sometidas a
evaluacion de infertilidad. Y en el grupo de 1974 hombres normozoospérmicos, el
%SDF se correlaciond positivamente con la edad paterna (r = 0,17, P <0,0001; Fig.
1)

34



80.0

70.0

60.0

50.0

40.0

30.0

Sperm DNA Fragmentation (%)

20.0

" y=0.3015x + 6.3868
! R* = 0.02909

10.0

0.0
20 30 40 50 60

* Age (years)

Grafica 1. Correlacion entre la edad paterna y el porcentaje de fragmentacién del ADN

espermatico en 1974 hombres normozoospérmicos(Halvaei et al., 2020).

Del mismo modo la espermatogénesis también puede verse afectada con el
envejecimiento, lo que resulta en una morfologia anormal de los espermatozoides

en hombres mayores (Halvaei et al., 2020)

8.1.6.11 Alcohol

En un estudio con ratones sometidos a la ingesta de alcohol en 4 tratamientos
Akang y colaboradores (2017) encontraron que el alcohol incremento del estrés
oxidativo y la Fragmentacién al ADN espermatico alterando la capacidad de los
espermatozoides para fertilizar los ovocitos y el nimero de fetos engendrados por
los animales que recibieron alcohol disminuyo significativamente (P <0.05) (Akang
et al., 2017). El tabaquismo y el consumo de alcohol por separado y combinado
tienen un efecto deletéreo sobre los parametros de los espermatozoides y el SDF.
Se sugiere que ambos habitos pueden contribuir a los problemas de infertilidad
(Anifandis et al., 2014).

8.1.6.12 Quimio / Radioterapia
En las dltimas décadas, numerosos informes han confirmado el impacto negativo

de las radiaciones ionizantes y no ionizantes en la infertilidad masculina (Agarwal et
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al., 2008)(Ahmad et al., 2017). Las radiaciones ionizantes de los equipos médicos y
la radioterapia para el tratamiento del cancer se correlacionan positivamente con la

SDF y la disminucién de la calidad del esperma (Ahmad et al., 2017).

Se ha informado previamente que la exposicidn a quimioterapia y radioterapia
también puede resultar en la induccion de la fragmentacion del ADN de los
espermatozoides. En general, se cree que los tratamientos contra el cancer afectan
negativamente a la fertilidad masculina y que la reduccion de la produccion de
espermatozoides se debe a los efectos citotoxicos de la quimioterapia o la

radioterapia sobre el epitelio espermatogénico (Morris, 2002)

Los estudios también han confirmado que la radioterapia en los tumores testiculares
de células germinales se asocia con un aumento de la SDF en comparacion con la
quimioterapia sola (Smit et al., 2010)]. Las radiaciones no ionizantes de teléfonos
moviles, Wi-Fi y otras fuentes radiactivas también tienen efectos negativos
importantes en la fertilidad masculina y la integridad del ADN de los

espermatozoides (Agarwal et al., 2008)

8.1.6.13 Medicamentos y vacunas

En hombres con pardmetros seminales normales, la paroxetina indujo una
fragmentacién de los espermatozoides en una proporcion significativa de pacientes
humanos (Tanrikut et al., 2010)

Algunas vacunas afectan negativamente la calidad del ADN de los
espermatozoides, se ha demostrado que Miloxan (vacuna para la Inmunizacion
activa y pasiva contra enfermedades del ganado bovino, ovino, y caprino) aumenta
10 veces el porcentaje de espermatozoides con ADN fragmentado en el carnero.
Sin embargo, este impacto negativo parece reversible y, por tanto, debe evitarse la
recogida de muestras de esperma hasta al menos un mes después de la
vacunacion. Se sugiere que el apareamiento también debe realizarse hasta 40 dias

después de haber administrado la vacuna (Gosalvez et al., 2014)
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8.1.6.14 Infecciones bacterianas

La infeccion bacteriana puede afectar negativamente a diferentes partes del tracto
genital masculino y, posteriormente, causar alteraciones de la espermatogénesis, la
fertilidad masculina y pueden alterar los parametros del semen. Las bacterias
también pueden inducir diferentes dafios en los espermatozoides, como la
fragmentacion del ADN, la peroxidacion de la membrana celular y el deterioro del
acrosoma. Dichos efectos negativos se menciona que pueden estar mediados por
toxinas y metabolitos secretados por bacterias o por la unidn directa de bacterias en
los espermatozoides y la activacion posterior de vias de sefalizacion relacionadas

con el estrés oxidativo, la apoptosis y la inflamacion (Oghbaei et al., 2020).

Los pacientes humanos con infeccidén genitourinaria por Chlamydia trachomatis y
Mycoplasma tienen una mayor fragmentacion del ADN espermatico en comparacion
con los hombres fértiles. Este aumento es proporcionalmente mayor que la
influencia sobre los pardmetros clasicos del semen y podria resultar en una
disminucién del potencial de fertilidad. La terapia con antibiticos parece ser
importante para proporcionar un remedio para los altos niveles de fragmentacion
del ADN inducidos por infecciones (Gallegos et al., 2008). Ademas en un estudio
realizado por Fatemeh Eini y colaboradores (2021), trataron 172 pacientes
investigados por infertilidad, 60 (34,88%) pacientes tuvieron un cultivo positivo para
bacterias patdégenas de diferentes especies y observaron que, la fragmentacion del
ADN de los espermatozoides fue significativamente mayor en las muestras
infectadas que en las no infectadas. La infeccion bacteriana se correlaciona
significativamente con la leucocitospermia, esta relacion podria afectar el potencial
de fertilidad masculina al disminuir la motilidad, la morfologia y la integridad del ADN

de los espermatozoides(Eini et al., 2021)

8.1.6.15 Temperatura de los testiculos

Se sabe que un aumento de temperatura en los testiculos puede provocar la
produccion de espermatozoides de mala calidad e infertilidad, ademas el estrés por
calor escrotal puede comprometer la integridad del ADN de los

espermatozoides.(Banks et al., 2005).
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La espermatogenesis necesita una temperatura mas baja en el escroto que se
mantengan entre 2° y 8 ° C por debajo de la temperatura corporal. Parte de los
hombres infértiles tienen una temperatura en el escroto es mas alta que la de los
hombres con funcidon reproductiva normal, y su esperma perdera cualidades
gradualmente a medida que aumenta la temperatura (Minguez-Alarcén et al., 2018).
Estudios en ratones, muestran que las roturas de la cadena de ADN estaban
presentes en los espermatocitos recuperados de los testiculos sometidos a 40 0 42
° C incluso dentro de la primera hora de exposicion al calor (Muratori et al., 2015).
Ademas, el estrés por calor paterno resulté en una reduccion de la tasa de

embarazo, el peso de la placenta y el tamafo de la camada (Paul et al., 2008).

Los testiculos estdn compuestos por diferentes tipos de células, incluidas las células
madre espermatogoniales (SSC), los espermatocitos, los espermatozoides, las
células de Leydig y las células de Sertoli, que tienen diferentes respuestas celulares

al estrés por calor (Figura 6)

Tipo de células en los
testiculos

Influencia Primaria

- Disminucién del nimero y

calidad de espermatozoides.
S

Espermatozoide

\ / Inducir la apoptosis y el
Espermatocito =5 deterioro del ADN.
Estrés por

calor /-;\' Se retrasa el ciclo celulary la
Testicular — Célula madre Espermatogonia \_/ autorenovacién.

, . (.\/ Desmantelamiento de la
Células de Sertoli — .
barrera hemato-testicular.

‘\ / Reduccion de la sintesis

Células de Leydig = h |
ormonal.

Figura 6: El estr&s por calor puede afectar a la mayoria de los tipos de células de Ios testiculos,
incluidas las espermatidas, los espermatocitos, las células madre espermatogoniales, las células
de Sertoli y las células de Leydig. Sin embargo, el estrés por calor tiene una variedad de impactos

en estos tipos de células.(Cai et al., 2021)
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8.2 Asociacidén entre la fragmentacién del ADN y la infertilidad
masculina:

La integridad del ADN de los espermatozoides es indispensable para el nacimiento
de una descendencia sana (Krawetz, 2005 ). Se ha publicado una cantidad
sustancial de literatura que fortalece la teoria de una conexion entre el aumento de

la fragmentacion del ADN y la infertilidad, (Grafica 1)

Fragmentacion del ADN espermatico e infertilidad

Grafica 1: En la grafica se representa de color verde los articulos encontrados que apoyan la idea
de que la fragmentacion del ADN espermatico produce infertilidad. En color azul articulos en la que
los autores mencionan que la fragmentacién del ADN espermatico es un evento independiente a la
infertilidad.

Por lo que existe un aumento en la evidencia que indica que la fragmentacion del
ADN del espermatozoide (SDF), tiene un papel notable en la infertilidad masculina
y el éxito reproductivo (Agarwal, Majzoub, et al., 2016 ; Aitken, 2016 , 2017a ; Bui
et al. , 2018 ; Esteves, Gosalvez, et al., 2015 ; Rima et al., 2016 ; Saleh et al.,
2002 ; Sergerie et al., 2005 ), particularmente cuando los niveles de dafio del ADN
son altos (Gonzalez - Marin et al., 2012 ; Lopes et al., 1998 ; Simon et al., 2010,
2011).

8.2 Fragmentacion del ADN y correlacién con los parametros seminales
El andlisis seminal continGa siendo el paso inicial en la valoracién del varén estéril.
El manual mas reciente publicado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

en el 2010 para el examen y procesamiento del semen humano, constituye una
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version muy completa que provee descripciones detalladas de los métodos y sus
limitaciones. Sin embargo, sin restarle importancia a las guias de la OMS para la
estandarizacion y evaluacién del semen, la interpretacion diagndstica del analisis

seminal sigue estando sujeta a investigacion.

Se ha analizado que en el eyaculado masculino existe una correlacién entre las
alteraciones en la organizacion del material gendmico del ADN y su potencial de
fertilizacion; enfatizando el hecho de que la estabilidad del ADN espermatico es un
criterio a tener en cuenta para considerar si un espermatozoide podria ser fértil o

no.

Se ha establecido una relacibn entre el porcentaje de espermatozoides
morfologicamente anormales y la fragmentacion del ADN. Estas estructuras
anormales de cromatina y roturas de cadena de ADN se correlacionan con formas
severas de anormalidades morfolégicas como la megalocefalia y multiples colas o
la incidencia de globozoospermia acompafada de tasas altas de aneuploidia. De
acuerdo a la literatura indican que el % de DFI de espermatozoides no solo se asocia
con la morfologia, sino que ademéas se ha correlacionado negativamente con
atributos funcionales de los espermatozoides como viabilidad, integridad del

acrosoma, potencial de membrana mitocondrial y, posteriormente, con la fertilidad.

Viabilidad: De acuerdo a las investigaciones en humanos, las tasas de
fragmentaciéon del ADN espermatico se han correlacionado con las tasas de
viabilidad de los espermatozoides. La viabilidad reducida de los espermatozoides
se asocia con una alta fragmentacion del ADN espermatico, mientras que, por el
contrario, la viabilidad alta de los espermatozoides se asocia con tasas bajas de
fragmentaciéon del ADN espermatico.En un estudio de Samplaski y colaboradores,
2015 manifi

estan que en hombres con altos niveles de viabilidad de los espermatozoides = 75%
la fragmentacion del ADN era < 30 %. Mientras que bajos niveles de viabilidad de
los espermatozoides < 30%, la fragmentacién del ADN era = 30 %.
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8.3 Impacto de la fragmentacion del ADN espermatico en el embarazo y

las Técnicas de reproduccion asistida

8.3.1 Técnicas de reproduccién asistida (TRA)

Varios estudios mostraron que un indice de fragmentacién del ADN (DFI) de los
espermatozoides alto se asocié con un resultado deficiente del TAR(Cissen et al.,
2016) . Las técnicas de reproduccion asistida se ven comprometidas dependiendo
del grado de afectacion en el indice de fragmentacion espermético, ya que el éxito
de estas técnicas radica en la integridad estructural y funcional de los gametos. Por
su parte, los defectos en la cromatina del espermatozoide traen resultados
negativos en las técnicas de Fertilizacion in vitro (FIV) e Inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) dando lugar a embriones de mala
calidad y aborto (Géngora-Rodriguez & Fontanilla-Ramirez, 2010).

Sin embargo para solucionar este problema Voncina y colaboradores (2021)
propusieron incluir un analisis DFI antes de la toma de decisiones del primer intento
de TAR, esto puede mejorar los resultados generales del tratamiento. En el 18% de
las parejas con un DFI 220% en las que, segun los criterios tradicionales, se realizd
una FIV estandar, la tasa acumulada de nacidos vivos (CLBR) fue menor que en
aquellas con un DFI <20%, mientras que el nivel del DFI no jugd ningun papel de
las parejas tratadas por ICSI. Aunque una diferencia del 4% en CLBR (entre 51,4%
y 56,6%) podria considerarse relativamente pequefia, como se indica en una
revision sistematica publicada recientemente, incluso una mejora del 1% equivaldria

a muchos miles de nacidos vivos adicionales a nivel mundial cada afo.

En un estudio de Puga Molina y colaboradores (2021) investigaron que la obesidad
y la diabetes tienen un impacto perjudicial en las tecnologias de reproduccion
asistida (TRA). Debido a que, al usar la inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides utilizando espermatozoides de los hombres con obesidad tienen
una menor probabilidad de terminar en un nacido vivo. Este patrén en el desarrollo
embrionario se ha relacionado con una mayor tasa de espermatozoides con ADN
fragmentado y con modificaciones en las vias de sefalizacion que no permiten que

los embriones avancen mas en el proceso de desarrollo.

41



Afortunadamente, los procedimientos de seleccion de espermatozoides estan en
constante desarrollo y eventualmente permitirdn a los meédicos seleccionar
espermatozoides de mayor calidad y con baja fragmentacion de ADN para utilizarlos

en ART posteriores.

8.3.2 Fragmentacion y embarazo

De acuerdo a la literatura el impacto de SDF en el éxito reproductivo dependera del
equilibrio entre la extension del dafio en el ADN vy la capacidad de reparacion del
ADN del ovocito (Champroux et al., 2016 ; Menezo et al., 2007 ). Por lo que se ha
postulado que Sl el dafio del ADN espermatico que excede la capacidad de
reparacion del ovocito, y el ovocito falla en la reparacién del dafio del ADN, influira
en el potencial de desarrollo del embridn y la salud de la descendencia (Martin et al.
2019 ; (Hao et al., 2019) ). Como resultado adverso, el embribn no puede
desarrollarse o implantarse en el Gtero o puede abortar naturalmente en una etapa
posterior. Por el contrario, si los mecanismos de reparacion del ADN existentes
dentro del ovocito son capaces de restaurar un genoma biolégicamente estable,
puede ocurrir una singamia normal y el subsiguiente desarrollo embrionario(Esteves
et al., 2021).

Se ha reportado que la calidad embrionaria se ve estrechamente relacionada con el
indice de fragmentacion espermatica, las tasas elevadas de fragmentacién del ADN
de los espermatozoides se han correlacionado positivamente con el deterioro de la
fertilidad, incluidos tiempos mas prolongados en lograr la concepcion, deterioro de
la divisién del embrién, deterioro de las tasas de implantacién, mayores tasas de
aborto espontaneo y mayor riesgo de pérdida del embarazo tanto después de la

fertilizacion in vitro como de la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides.

Un metanalisis de cuatro estudios, con un total de 1962 hombres que evaluaron la
relacion entre la fragmentacion del ADN de los espermatozoides y los embarazos
por inseminacion intrauterina, se encontré que los hombres con una fragmentacion
del ADN <30% tenian mas probabilidades de lograr un embarazo o un nacimiento
vivo (p = 0,0001) (Evenson & Wixon, 2005)(Spano et al., 2000b). El segundo estudio

analizo la relacién entre la fragmentacion del ADN y los embarazos de fertilizacion
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in vitro, y encontré que las parejas tenian ~ 2 veces mas probabilidades de quedar
embarazadas si la tasa de fragmentacion del ADN de los espermatozoides era
<30%(Henkel et al., 2004). Estos estudios y otros respaldan la idea de que las
muestras de semen con = 30% de fragmentacion del ADN espermatico mediante el
ensayo de estructura de cromatina espermatica tienen una fertilidad reducida
(Henkel et al., 2004).

De acuerdo con lo anterior, Oleszczuk (2016) clasifico las DFI <20% como normales
y las DFI = 20% como altas. Se observé que el aborto espontaneo aumentaba
significativamente cuando la DFI era> 40%. Por lo tanto, se utilizé un DFI del 40%
como nivel de corte al analizar la tasa de aborto espontaneo. Al utilizar el ensayo de
estructura de los cromosomas de los espermatozoides, se ha demostrado que las
parejas con una fragmentacion del ADN de las células de <40% tienen una
probabilidad de embarazo 10 veces mayor a través del coito natural que aquellas
con una fragmentacion del ADN> 40% Asimismo, se ha demostrado que las
pacientes con inseminacion intrauterina tienen 8,7 veces mas probabilidades de
tener un nacimiento vivo si la fragmentacion del ADN es < 27%. Por ultimo, una tasa
de fragmentacion del ADN = 30% se ha asociado con un aumento de las tasas de

aborto espontaneo.

8.4 Técnicas utilizadas para determinar la fragmentacion en espermatozoides
humanos:

En las ultimas dos décadas se han disefiado pruebas para medir la fragmentacion
del ADN espermaético y predecir el efecto que ocasiona en los resultados de fertilidad

ya sea tras concepcion natural o por reproduccion asistida (Llata et al 2017).

El ADN del espermatozoide con fragmentacion se presenta en raras ocasiones en
hombres fértiles, pero puede encontrarse en un porcentaje mas amplio de varones
infértiles con analisis de semen normales en los demas aspectos. Estas pruebas
pueden detectar infertilidad que se pasa por alto en un analisis convencional de
semen (Walsh & Smith, 2015).

Existen diferentes pruebas de fragmentacion del ADN espermatico disponibles para

uso clinico, estos se dividen en dos categorias principales:
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1. Los métodos directos: que miden directamente las roturas del ADN del
espermatozoide: uniendo una sonda o marca al dafio (p. ej., TUNEL) o
visualizando la dispersion de ADN fragmentado cuando se aplica un campo
eléctrico a los espermatozoides retenidos en un gel (p. ej., el ensayo
COMETA) (Pacey, 2018).

2. Los métodos indirectos: que miden la susceptibilidad del dafio al ADN
espermatico en las condiciones generadas en el ensayo (p. €j., el ensayo de
estructura de cromatina espermatica (SCSA) o la prueba de dispersion de
cromatina espermatica) (Pacey, 2018).

Los métodos indirectos requieren de un paso previo de desnaturalizacion, a pH
acido o alcalino, para detectar la lesion del ADN. De esta forma, los métodos
directos determinan el “dafo real”’, mientras que los indirectos el “dafio potencial”
del ADN. (Portella & Gonzales, 2016).

Las fortalezas y debilidades de cada enfoque han sido ampliamente debatidas en la
literatura y pueden parecer confusas (Tabla 4). Debido a esto la experiencia clinica
no ha logrado satisfacer las expectativas iniciales, aunque estas pruebas podrian
ser de utilidad en parejas con infertilidad inexplicable con repetidos fracasos de
fertilizacion in vitro (IVF) (Ghadir et al., 2015)

Las pruebas mas utilizadas incluyen:
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Método Ventajas Desventajas Instrumental Base del Ensayo Parametro Principio del
evaluado analisis
TUNEL Cumple con Equipos sofisticados | Microscopio de Identifica las roturas | % de células con | Rotura de la
parametros de y COStosos fluorescencia, en las secuencias ADN marcado hebra simple y
control de calidad Capacitacion cartometria de flujo | de DNA doble de ADN
Puede detectar técnica: Requiere Agregando
tanto el dafio de operador nucleotidos
hebra simple como | experimentado marcados al
doble. extremo libre del
ADN
COMETA | Bajo Costo Baja Microscopio de Electroforesis de % de Rotura de la
Requiere bajo reproducibilidad. fluorescencia espermatozoides espermatozoides | hebra
namero de células. | Técnica laboriosa. electroforesis de individuales con cola simple y doble o
Correlacion con Requiere ADN (fragmentos de sé6lo doble de
pardmetros observador ADN) ADN
seminales experimentado.
SCD Andlisis simple de Baja Microscopio de Formacion de un % de Susceptibilidad
resultados. reproducibilidad. fluorescencia, halo de ADN de espermatozoides | del
Bajo costo Interpretacion campo claro espermatozoides con halo ADN a la
Subjetiva sumergidos en pequefio o desnaturalizacién
Lenta ejecucion agarosa ausente acida
SCSA Utilidad clinica: Equipo sofisticado y | Citometria de flujo Tincion con AO 'y DFl-relacion de Susceptibilidad
Punto de corte 30% | costoso (Citometria analisis por espermatozoides | del
para diferenciar de flujo). cartometria de flujo | rojos a ADN a la
entre pacientes Capacitacion espermatozoides | desnaturalizacion
fértiles e infértiles técnica rojos y verdes acida
AO Metodologia Baja Microscopio de Tincién con AO y % de células con | Susceptibilidad

Simple: Detecta la
proporcion de
espermatozoides
muertos

reproducibilidad
Interpretacion
Subjetiva: aporta

informacion limitada

Fluorescencia

conteo manual de
células rojas y
verdes

fluorescencia roja

del

ADN a la
desnaturalizacion
acida
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dependiendo del
grado de
desnaturalizacion
del ADN nuclear.

del estatus nuclear
del espermatozoide

(ISNT) Detecta dafio Baja Microscopio de Se basa en Cuantifica la Detecta los
directamente. Reproducibilidad. Campo claro. la utilizacion de incorporacion espermatozoides
Requiere operador | Microscopio de enzimas exogenas | dUTP gue contienen
experimentado fluorescencia. gue permiten (desoxiuridin valores
Citometria de flujo incorporar trifosfato) apreciables de
porciones de dafio endégeno
nucleotidos en su ADN.
especificas y asi
reconocer células
cuyos nucleos
estan en estado de
Necrosis
DBD- Evalla el dafio en Técnica laboriosa. Microscopio de Se basaen la Detectar Revela
FISH células Requiere operador | fluorescencia. deteccion y y cuantificar las modificaciones

Individuales in situ,
en

Secuencias
especificas de DNA.

experimentado

Citometria de flujo

cuantificacion

de roturas en todo
el genomay
también en
secuencias
especificas del ADN
(Fernandez y
Gosalvez, 2002)

roturas de ADN

estructurales de
la cromatina

espermatico.

Tabla 5: Se muestra un cuadro comparativo entre las diferentes técnicas para medir la fragmentacion del ADN
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8.4.1 TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferasemediated dUDP nick-end
labelling assay).

El ensayo TUNEL es una de las pruebas més utilizadas para evaluar el dafio del
ADN de los espermatozoides. El método se basa en la unidon especifica de la
deoxinucleotido transferasa terminal (TdT) a las terminaciones 3'OH del ADN,
produciendo la sintesis de un polimero de polideoxinucleotido. EI TdT se utiliza para
incorporar deoxiuridina biotinilada en los sitios de roturas del ADN para luego
amplificar esta sefial y ser visualizada por microscopio de fluorescencia (Ribeiro et
al ., 2017 ). La fluorescencia sera proporcional al nimero de roturas de hebras (Zini
y Agarwal 2011 b). La prueba TUNEL consiste respectivamente en la fijacion y
permeabilizacion de los espermatozoides, el marcado de fragmentos de ADN, la
tincion y la evaluacion de los espermatozoides. Es posible realizar este ensayo en
un portaobjetos utilizando microscopia de fluorescencia o en un citometro de flujo.
Algunos estudios estandarizaron el ensayo TUNEL para hombres sanos e infértiles
(Sharma et al.., 2010, 2016 )

8.4.2 Ensayo Cometa
La prueba COMETA o electroforesis en gel de células individuales es un método
sensible, rapido y relativamente de bajo costo, para cuantificar el dafio en el ADN
de células individuales al determinar el niumero de células fragmentadas. Las
células con mayor fragmentacion del ADN migran distancias largas hacia el anodo
sobre un campo electroforético adoptando una imagen de cometa, mientras
que los espermatozoides con ndcleos sin fragmentacion, solo muestran una
estructura compacta sin desplazamiento de ADN . En esta metodologia las
células seran colocadas en gel de agarosa en un portaobjeto y sometidas a lisis
mediante un agente reductor de grupos sulfidrilo de las protaminas que permite que
el ADN fragmentado puedan migrar en un proceso de electroforesis durante un corto

tiempo. Para visualizar el ADN de las células se tefiiran con anaranjado de acridina.

La presencia de dafio en el ADN se cuantifica midiendo la longitud de la cola, que a
su vez pueden utilizarse también otros parametros de medida, como el “momento

de la cola”, que es el producto de la longitud de la cola por su intensidad (fraccidn
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total del ADN de la cola). La importancia de este ensayo radica en la posibilidad de
poder detectar fragmentacién de simple o doble cadena del ADN espermético en

una sola célula.

La fluorescencia relativa de la cola del cometa, en relacion con la cabeza del
esperma, proporciona el grado de dafio del ADN del esperma. Las imagenes se
seleccionan aleatoriamente y se analizan mediante clasificacion visual en grados de
I a IV, de acuerdo con la intensidad del dafio del ADN (Hamilton et al .,Referencia
Hamilton, Castro, Delgado, Assis, Siqueira, Mendes, Goissis, Muifio-Blanco,
Cebrian-Pérez, Nichi, Visintin y Ortiz D'Avila Assump¢&02016 ). El grado | consiste
en espermatozoides con un halo circundante y nucleos tefidos, sin una cola de
cometa evidente, lo que indica poca fragmentacién. El grado Il consiste en
espermatozoides con formacion de cola de cometa y una luz central péalida, lo que
indica dafio en el ADN. El grado Ill consiste en espermatozoides con colas de
cometa completamente formadas, pero con el nucleo parcialmente tefido, lo que
indica un dafio evidente en el ADN, y el grado IV consiste en espermatozoides con
una cola de cometa completamente formada y con un nucleo completamente tefiido,

lo que indica una intensa fragmentacion del ADN. La Figura 2 muestra un ejemplo

de estos grados de cometa.
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Figura 7. .Microscopia de fluorescencia del grado de fragmentacion del ADN de los espermatozoides
segun lo revelado por la prueba del cometa en el esperma de carnero. Portaobjetos tefiidos con
Syber Green (SYBR green |, Sigma), diluido 1: 1000, durante 1 h. (a ) Dafo del ADN del esperma
de grado I. ( b)) Dafio en el ADN de los espermatozoides de grado Il. ( ¢ ) Dafio en el ADN de los
espermatozoides de grado lll. (d ) Dafio en el ADN de los espermatozoides de grado IV. Aumento
de x 200.(Hamilton & Assumpcéo, 2020)

8.4.3 Fluoréforo metacromatico naranja de acridina (AO).

AO se intercala con las hebras de ADN y emite un color verde, lo que indica la
presencia de ADN de doble hebra, mientras que el rojo indica la presencia de ADN
de una sola hebra, lo que indica la desnaturalizacion de la estructura de la cromatina
(ADN de esperma fragmentado). Los espermatozoides pasan por un citbmetro de
flujo, y la relacion obtenida entre el rojo y la fluorescencia total se utiliza para
determinar el indice de fragmentacioén del ADN (DFI) (Evenson et al ., 2020). EI ADN
de los espermatozoides con roturas es muy susceptible a la desnaturalizacién; por

lo tanto, los espermatozoides con mayor DFI tienen ADN dafiado.

La integridad del ADN del esperma se evalla cualitativamente mediante citbmetro
de flujo después de la desnaturalizacién inducida por calor o &cido utilizando el

fluoréforo metacromatico naranja de acridina (AO). (Hamilton & Assumpcao, 2020)

8.4.4 Ensayo de estructura de cromatina espermatica (SCSA).

El ensayo se basa en la deteccién de la fragmentacion del ADN mediante citometria
de flujo. EI ADN del esperma se desnaturaliza con acido (Inicialmente se trata la
muestra de semen con un pH de 1.2 para abrir las cadenas de ADN) en los sitios
de rotura de la cadena de ADN y posteriormente se tifie con el colorante catidénico
fluorescente Acridine Orange (AO). En este ensayo, AO se une al ADN en una

proporcion de aproximadamente dos moléculas de AO por grupo fosfato.

Cuando el laser del citbmetro de flujo ilumina las células, AO emite fluorescencia
con una emision verde cuando se une al ADN bicatenario (db) y una emision roja
cuando se une al ADN de una sola hebra (ss). Ademas, el citdbmetro de flujo mide la
dispersioén frontal y lateral de la muestra y esto puede ayudar a excluir los desechos

de la muestra. Por lo general, se analizan un total de 5000 a 10 000 células. El
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indice de fragmentacion del ADN (DFI) se describe como la relacién porcentual de

la fluorescencia roja con la fluorescencia verde + roja (Rex et al., 2017)

A partir de los resultados obtenidos mediante la técnica SCSA se desarrollé el indice
de fragmentacion que describe la proporcion de espermatozoides que presenam
roturas de ADN en relacion con los espermatozoides tefiidos en verde que no tienen.
SCSA es la mas estudiada desde el punto de vista clinico, aunque las tres pruebas

son referidas para detectar fragmentacion del ADN.

8.4.5 Prueba de dispersién de cromatina espermatica (SCD)

La prueba de SCD mide la ausencia de dafio en el ADN del esperma y se describio
por primera vez en el esperma humano (Fernandez et al ., 2003). La prueba se basa
en el principio de que los espermatozoides con ADN fragmentado no producen un
halo de bucles de ADN dispersos, incluso después de la desnaturalizacion acida y
la eliminacidén de proteinas nucleares. En esta prueba, la suspension de esperma
se mezcla con agarosa de bajo punto de fusion, secuencialmente esta suspension
se pipetea en un portaobjetos pre revestido con agarosa estandar. Después del
secado, los portaobjetos se someten a desnaturalizacion acida para generar
cadenas de ADN monocatenario restringido a partir de roturas de ADN. Con
fluorocromos de ADN especificos y un microscopio de fluorescencia, el ADN
disperso se ve como un halo que rodea los nucleos. Si el ADN esta fragmentado,
se observa poca dispersién que resulta en un pequefio halo. Esto hace posible
detectar espermatozoides con mayor cantidad de fragmentacion de ADN (Rex et
al., 2017)

En realidad, la prueba SCD mide la ausencia de dafio, no la cantidad de ADN que
lo presenta. Es una técnica sencilla, rapida y altamente reproducible. Se
comercializa en forma de kit y por lo tanto no requiere de una instrumentacién

compleja y es facilmente evaluada por técnicos de laboratorio.

8.4.6 Analisis de in situ nick translation (ISNT)
Este ensayo cuantifica la incorporacion dUTP (desoxiuridin trifosfato) biotinilado a
las roturas del ADN de cadena sencilla en una reaccion catalizada por la polimerasa

I. El ensayo ISNT detecta los espermatozoides que contienen valores apreciables
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de dafio endogeno en su ADN. Los resultados del analisis de ISNT indican la
presencia de anomalias originadas durante la remodelacion de la cromatina del
espermatozoide durante su maduracion (Agarwal y Allamaneni, 2005). Permite
cuantificar las roturas presentes en el ADN en funcion de la intensidad de seial
producida. Esta técnica se ha utilizado en el estudio de la presencia de anomalias

originadas durante la remodelacion de la cromatina del espermatozoide

8.4.7 DBD-FISH

La técnica de DBD-FISH (Double) permite detectar y cuantificar las roturas de ADN
y los sitios alcalino labiles en células individuales (Cortés-Gutiérrez et al., 2014a).
Se basa en la deteccion y cuantificacion de roturas en todo el genoma y también en

secuencias especificas del ADN (Fernandez y Gosalvez, 2002).

Se trata de una metodologia relativamente reciente y que se circunscribe al campo
de la investigacion. Se fundamenta en la capacidad que tienen ciertas soluciones
alcalinas de producir una desnaturalizacién del DNA a partir de los extremos de
roturas de doble cadena o de cadena sencilla, o bien lugares sensibles al alcali.
Después de la desnaturalizacion y extraccion de las proteinas utilizando una
solucion de lisis, el DNA generado de cadena sencilla, puede hibridarse con una
sonda de DNA. Cuantas mas roturas existan en dicha cadena, mayor sera el nivel
de marcado que se obtenga en el ndcleo 22. Al igual que las técnicas de TUNEL o
ISNT, la técnica de DBD-FISH no se puede considerar de aplicacion rutinaria por
razones similares a las descritas previamente (Viviana Alvarez Gongalvez et al.,
n.d.).

Desde el punto de vista de la investigacion, tiene mucho interés, ya que es la Unica
técnica disponible que nos permite evaluar dafio de célula a célula, in situ, en

secuencias especificas del DNA.
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9. DISCUSION:
9.1 CAUSAS DE LA FRAGMENTACION

En el presente estudio se investigd las causas que inducen la fragmentacion del
ADN en individuos con diagndstico de normozoopermia y sus consecuencias en la
salud reproductiva. En numerosos estudios se reflej6 que cada vez es mayor el
interés en las investigaciones sobre el aumento de la fragmentacion del ADN

espermatico como causa de infertilidad en el varon (ver Tabla 3).

A pesar de que existen numeros estudios, la definicion exacta de infertilidad
inexplicable sigue siendo un tema de debate, se cree que la etiologia de la
infertilidad por parte del factor masculino es multifactorial, pero no se comprende

bien y casi la mitad de los casos se consideran idiopaticos o inexplicables.

En el presente estudio se investigd y encontrd, que existen diversos factores que
provocan la fragmentacién del ADN en los espermatozoides, enlistando quince
causas, entre ellas estan: malos habitos de vida (fumar, tomar), problemas de salud
(sobrepeso u obesidad, infecciones de las vias urinarias) y exposicion a toxicos

ambientales, ademas de la edad avanzada, quimioterapia, radiacién, varicocele.

Estas condiciones pueden promover la fragmentacion del ADN espermatico,
provocando principalmente una espermatogénesis defectuosa, apoptosis abortiva y
estrés oxidativo, siendo las tres teorias principales en la literatura sobre las causas
potenciales del dafio en el ADN del esperma (Bui et al., 2018). Incluso se ha
demostrado que en las muestras de semen que presentan fragmentacion de ADN,
se observan niveles mas altos de especies reactivas de oxigeno (Agarwal et al.,
2019).

Algunas causas como la edad avanzada en los varones, se discute mucho si
provoca fragmentacion del ADN, debido a que estudios en humanos sugieren que
ni la capacidad fertilizante y los parametros del semen evaluados de forma rutinaria
ni la cantidad de espermatozoides con ADN fragmentado se ven afectados por la
edad masculina (Winkle et al., 2009). Sin embargo de acuerdo con investigaciones

recientes, diversos autores afirman que las mayores concentraciones del dafio al
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ADN se asocian con edad paterna avanzada. De hecho varios estudios han
encontrado una relacion inversa entre la edad masculina y el conteo de
espermatozoides, (Bartolacci et al., 2018.)(Albert et al., 2015), y dos estudios
recientes encontraron una disminucion significativa en el conteo de

espermatozoides a partir de los 41 y 41,5 afios (Halvaei et al., 2020).

Como se menciono anteriormente, la infertilidad masculina tiene muchas causas vy,
por lo tanto, los pacientes pueden presentar varias de ellas, por consecuencia
aumentan los casos de infertilidad. Por lo que se recomienda que en la poblacién
estudiada deba caracterizarse adecuadamente para evaluar las condiciones

posiblemente asociadas con un excesivo estrés oxidativo u algunas otras causas.

9.2 Impacto de la fragmentacion del ADN espermatico en la fertilidad
(Embarazo y Tecnhologia de reproduccién asistida)

Se reconoce que la integridad del ADN espermatico es indispensable para el
nacimiento de una descendencia sana (Krawetz, 2005). Por lo que la evidencia
acumulada sugiere que la integridad del ADN espermatico es esencial para la
transmision precisa de la informacion genética, y cualquier forma de dafio en el ADN
espermatico puede provocar infertilidad masculina cuando los niveles de dafio en el
ADN son altos (Gonzalez-Marin et al., 2012;.Agarwal et al., 2016; Aitken & Curry,
2011; Bui et al., 2018;Rima et al., 2016).

A pesar de este hecho, a menudo se descuida a la pareja masculina durante la
evaluacion y el tratamiento de la infertilidad (Petok, 2015). Un aspecto critico se
relaciona con el hecho de que la causa de la infertilidad masculina permanece sin
explicacion en hasta el 60 % de los pacientes que utilizan las evaluaciones clasicas
(Houston et al., 2021).

El andlisis de semen es una de las investigaciones mas importantes en la evaluacion
del potencial de fertilidad masculina porque proporciona una medida global de la
funcion testicular y del epididimo, la permeabilidad de los vasos y la funcién de las
glandulas sexuales accesorias. Sin embargo, sin restarle importancia a las guias de

la OMS para la estandarizacion y evaluacion del semen, la interpretacion
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diagnostica del analisis seminal sigue estando sujeta a investigacion (Pandruvada
et al., 2021)

El manual de analisis de semen de la OMS de 2010 ha informado valores de
referencia basados en evidencia para los pardmetros del semen, y uno de los
aspectos notables de los limites de los parametros del semen de la OMS de 2010
es que son mas bajos que los informados en los manuales anteriores de la OMS
(Barratt et al.,, 2017). La evaluacion del volumen de semen, el conteo de
espermatozoides, la motilidad de los espermatozoides y la morfologia de los
espermatozoides rara vez proporciona informacion discriminatoria sélida sobre el
potencial de fertilidad masculina, a menos que sea en niveles extremadamente
bajos. Por lo tanto es probable que un gran numero de parejas previamente
diagnosticadas con infertilidad por factor masculino ahora se clasifiguen con
infertilidad inexplicable (con normozoospermia) (Pandruvada et al., 2021) si los
médicos confian Unicamente en un seminograma para asignar un diagndstico de

infertilidad por factor masculino(Esteves et al., 2021).

Debido a que la fragmentacion del ADN espermético tiene un impacto adverso en
el potencial de fertilizacion de los espermatozoides varios estudios sugieren que el
dafio en el ADN espermatico, podria influir negativamente no solo en las tasas de
concepcion natural, sino también las tasa de éxito de las tecnologias de
reproduccion asistida (TRA)(Borini et al., 2006)(Agarwal et al., 2019).

Bungum y colaboradores (2007) mostraron que el valor de DFI de esperma por
encima del 30% era el umbral para un margen notable en la tasa de concepcion.
Cuando el valor de DFI de esperma es superior al 30%, el embarazo natural y la
tasa de éxito de la 1lU son casi cero, lo que indica que SDF puede afectar la calidad

del esperma a través de la tasa de éxito de la l1U.

De acuerdo a las investigaciones se ha encontrado una relacion entre estos dos
valores, a menor indice de fragmentacién de ADN espermatico mayor porcentaje de
embarazo exitoso y viceversa. Esto se observd en el estudio de du Fossé y
colaboradore (2020) mostrando que el aborto espontaneo aumentaba

significativamente cuando la DFI era> 40%.
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Debido a que la fragmentacion del ADN espermatico tiene un impacto adverso en
el potencial de fertilizacion de los espermatozoides, para mejorar los resultados en
un estudio de Horta y colaboradores (2020), demostraron experimentalmente que,
a pesar de los altos niveles de SDF inducida, la fertilizacion por FIV puede ocurrir
normalmente y la SDF puede corregirse con ovocitos de hembras mas jovenes, lo
que permite un desarrollo embrionario normal. También reconocié que los
espermatozoides recuperados de los testiculos de hombres con SDF elevado en el
semen puro podrian tener una mejor calidad de ADN que sus contrapartes
eyaculadas (Comité de Practica de la Sociedad Estadounidense de Medicina
Reproductiva, 2015 ).

9.3 PRUEBAS DE FRAGMENTACION DEL ADN

De acuerdo a la guia “The Society for Translational Medicine” recomiendan realizar
pruebas a parejas con (a) infertilidad inexplicable, (b) pérdida recurrente del
embarazo (RPL), (c) pacientes varones con factores de riesgo (p. €j., estilo de vida
inadecuado, exposicidén a sustancias toxicas) y (d) después de una U inexplicable
fallida, FIV o ICSI. El uso de estas pruebas se han utilizado para obtener un
conocimiento més profundo sobre la calidad del esperma, ademas de conocer la
funcién critica de la integridad del ADN espermatico y para que el desarrollo
embrionario sea saludable y asi obtener un resultado exitoso. Por lo que incluir las
pruebas de SDF podria ser clinicamente informativas para tomar una opcién y
mejorar los resultados de la l1lU, la FIV y la ICSI(Ahmad et al., 2017).

En general, los métodos para evaluar el dafio del ADN espermatico se pueden
agrupar en tres categorias: (I) ensayos que miden la fragmentacion del ADN
mediante la incorporacion de sondas de ADN o nucleétidos modificados en el sitio
de las roturas (p. ej, TUNEL); (Il) ensayos que midan tanto las roturas existentes
como las generadas tras la desnaturalizacion del ADN ( SCSA, SCD y Comet); y
(1) ensayos que miden indirectamente el nivel de compactacion de la cromatina, es
decir, la descondensacion del nucleo (el azul de anilina y el azul de toluidina son
métodos que evallan la compactacion de la cromatina (condensacién) en lugar de
la SDF).
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Como se sefalé anteriormente en los resultados, no todos los tipos de dafio del
ADN espermético se detectan con la misma prueba, aunque los resultados de la
prueba SDF estan interrelacionados en mayor o menor medida a través de las
propiedades del ADN.

Entonces ¢ Que prueba se deberia incluir en el seminograma? La medicién de SDF
con SDC o Halosperm parece ser la mas precisa y confiable, ya que la técnica
permite analizar miles de células en un tiempo relativamente corto (los resultados
pueden ser repetibles y consistentes en 45 minutos). Ademas, tener la capacidad
de evaluar un gran numero de células es otro medio para controlar las variaciones
inter e intralaboratorio en los resultados de las pruebas. No se requiere equipo

costoso, es facil de realizar y el andlisis de los resultados es simple.

Si bien es cierto que en la actualidad, sugerir un ensayo especifico en preferencia
a otro no parece ser lo mejor para los médicos y los pacientes hasta que se
establezca un método estandar de oro, (Esteves et al., 2021) se puede implementar
una segunda opcion si los resultados arrojan un alto porcentaje de fragmentacion
para verificar el resultado. TUNEL parece ser la mejor segunda opcién ya que en la
literatura es la mas utilizada (Greze et al., 2019), por ser preciso Y fiable(Ribeiro et
al., 2017).

En la actualidad, el ensayo de la estructura de la cromatina espermatica (SCSA), el
etiquetado del extremo de la muesca de la desoxinucleotidil transferasa terminal
dUTP (TUNEL), la prueba de dispersién de la cromatina espermatica (SCD) y la
electroforesis en gel unico (COMETA) son los métodos mas utilizados para medir la
Fragmentacion del ADN espermatico, y parecer haber una buena correlacion entre
las tres pruebas SDF mas utilizadas: SCSA, TUNEL y SCD, aunque la evidencia no

es inequivoca (Greze et al., 2019).

No obstante seria muy deseable que todas las clinicas realizaran un ensayo
aceptado a nivel mundial con un fuerte valor predictivo, en realidad, la eleccién del
ensayo SDF en clinicas individuales a menudo depende de la disponibilidad de
instrumentacion, el personal capacitado y el costo del ensayo a realizar en términos

de reactivos y tiempo de ejecucion (Agarwal et al., 2016).
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Finalmente debido a que se ha incrementado el nUmero de parejas con infertilidad
se necesita con urgencia el desarrollo de métodos sélidos para el diagnéstico de la
infertilidad masculina, ya que el analisis de semen de rutina, para la investigacion
de la infertilidad, ha mostrado pocos avances a lo largo de los afios(Barratt et al.,
2017).

Por esta razdn se necesita examinar criticamente los parametros de semen
convencionales, debido a que la infertilidad masculina al presentarse con mayor
frecuencia y ser compleja, varios autores afirman y apoyan tomar en cuenta las
pruebas de fragmentacion del ADN y ser parte del diagnéstico rutinario de
infertilidad masculina(Agarwal et al., 2019; Esteves et al., 2021(Ghadir et al., 2015),
para comprender mejor la relevancia clinica de los pardmetros de esperma en

hombres con normozoospermia.
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10. CONCLUSION

Se recopilo la informacién actualizada sobre todas las posibles causas que inducen
la fragmentacion del ADN espermatico (SDF). A lo largo de los afios se sigue
reconociendo a las especies reactivas de oxigeno, apoptosis, como una de las

principales causas de infertilidad masculina.

La fragmentacion del ADN espermatico es causa importante de infertilidad
masculina, debido a que la integridad del ADN es fundamental para los procesos de

fecundacion, implantacion y desarrollo de los embriones.

Las técnicas de reproduccion asistida se ven comprometidas dependiendo de los
altos niveles de fragmentacion del ADN de los espermatozoides (DFI) (230%) se
han asociado con un mal resultado del proceso de fertilizacion y por ende en el logro
de un embarazo tanto natural como in vitro ya que el éxito de estas técnicas radica

en la integridad estructural y funcional de los gametos.

Los defectos en la cromatina del espermatozoide traen resultados negativos en las
técnicas de FIV/ICSI dando lugar a embriones de mala calidad y aborto. Se registro

gue el aborto espontaneo aumentaba significativamente cuando la DFI era> 40%.

Debido al incremento en el nimero de parejas con infertilidad se hace necesario
realizar las pruebas de Fragmentacion del ADN del espermatozoide humano ya que

el andlisis seminal no determina la calidad del ADN de los espermatozoides.

La prueba SDF es un indicador mas preciso del estado de fertilidad masculina, ya
gue analiza el genoma paterno. La integridad del ADN del esperma se considera
vital para la fertilizacion normal, el desarrollo del embrién, la implantacién exitosa y

el éxito del embarazo tanto en reproduccion natural como asistida.

Implementar las pruebas de SDF en la clinica mejorarian los resultado de la
Tecnologia de reproduccién asistida y mejoraria la salud tanto de los futuros padres

como la de los hijos resultantes.
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