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Aumento del dafio en el ADN espermatico
en varones mayores de 40 aiios

FABRIZZIO HORTA'*, MARCIA MADARIAGA', ALEJANDRA GARCIA?®,
STEFFEN HARTEL?¢, ROSITA SMITH!'®

Association of age with sperm DNA fragmentation

Background: There is an association between aging and an increased number
of sperms with alterations in nuclear DNA. Aim: To study the association between
age and fragmentation of sperm DNA. Material and Methods: Sixty two volunteers
provided semen for analysis. These were separated in a group aged less than forty
years and a second group aged more than forty years. Sperm DNA fragmentation was
studied by TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated 2’-deoxyuridine
5’-triphosphate nick end-labeling) and SCD (sperm chromatin dispersion test) assays.
Results: Compared with their younger counterparts, patients aged more than 40 years
had a higher proportion of sperms with DNA fragmentation by TUNEL (20 £ 1.3
and 24 + 1.9% respectively, p < 0.05) and SCD (22 + 1.4 and 26 £ 1.6% respectively,
p <0.05). The results of both assays had a correlation coefficient of 0.8. No differences
between groups were observed for other seminal parameters. Conclusions: Sperm
DNA fragmentation increases with age in males.

(Rev Med Chile 2011; 139: 306-312).
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paternidad es un fenémeno que se presenta

cada vez con mayor frecuencia en el mundo y
Chile no es una excepcién al respecto. Una serie de
factores socioeconémicos, que incluyen cambios
en la conducta reproductiva, desarrollo laboral y
profesional, mayor expectativa de vida, mejora-
miento de las técnicas de reproduccién asistida
han conducido a un paulatino, pero sostenido
aumento en la edad en la que mujeres y hombres
logran el primer embarazo.

La mayor edad paterna ha sido implicada en
una variedad de alteraciones, reproductivas y ge-
néticas, que incluyen: disminucién de la calidad
seminal"?, aumento de la fragmentacién del ADN
en los espermatozoides eyaculados®, disminu-
cién de la fertilidad®®, aumento de la frecuencia
de abortos espontdneos'® y mayor incidencia de
algunas enfermedades genéticas'"'%. Un crecien-
te nimero de trabajos reportan una asociacién
entre la mayor edad en el varén y el aumento de
espermatozoides eyaculados que presentan dano

l a postergaciéon de la maternidad y de la
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en el ADN nuclear. Los mecanismos a través de los
cuales se genera este dafio no estdn completamente
establecidos. Se sugiere, como posibles factores
involucrados, a las alteraciones de la apoptosis
testicular y a la disminucién de los mecanismos
de defensa antioxidante.

La fragmentacién del ADN de los esperma-
tozoides es considerada una causa importante
de infertilidad y ha despertado particular interés
debido al riesgo que implica la transmisién de
defectos genéticos a la descendencia, en especial,
cuando se utilizan técnicas de reproduccién
asistida. En estos procedimientos no es posible
realizar una seleccién espermadtica que permita
excluir espermatozoides con dafo gendémico. Di-
versos estudios clinicos indican que el porcentaje
de espermatozoides con fragmentacién del ADN,
estd significativamente correlacionado con la tasa
de embarazo tanto in vivo como in vitro'>". Estos
estudios han definido valores de corte para algunos
ensayos que permiten discriminar entre individuos
fértiles e infértiles y pueden ser determinantes
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en el tratamiento de la pareja infértil, como por
ejemplo, en la recomendacién del procedimiento
de reproduccién asistida mds adecuado®.

Se han desarrollado varias técnicas, objetivas
y reproducibles, para detectar rupturas de hebra
simple o doble en el ADN espermético. Estas in-
cluyen métodos directos, tales como, los ensayos
de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated 2’-deoxyuridine 5’-triphosphate nick end-
labeling) y Cometa (single-cell gel electrophoresis
assay) e indirectos como el andlisis de la estructura
de la cromatina (SCSA). Este ultimo evalda la
susceptibilidad de los espermatozoides a la dena-
turacion dcida, caracteristica que es proporcional
ala cantidad de rupturas de las hebras de ADN. En
general, estas técnicas son complejas (citometria
de flujo/microscopia de fluorescencia) y de alto
costo, por esto su uso en clinica es limitado. Hasta
ahora todos estos ensayos han demostrado una
clara asociacién entre la fragmentacién del ADN
de los espermatozoides y las tasas de fecundacion,
desarrollo embrionario y embarazo®"** y apoyan
su utilidad clinica. Recientemente, Fernandez y
col??* desarrollaron una nueva técnica que per-
mite evaluar la integridad del ADN. Se trata del
ensayo de dispersién de la cromatina espermatica
(SCD). Mediante un tratamiento acido se induce
la descondensacién del ADN y los espermatozoi-
des con ADN intacto son visualizados (mediante
microscopia de campo claro) por la formacién de
un halo de dispersién alrededor de la cabeza. Los
espermatozoides con ADN fragmentado no for-
man este halo de dispersién. El valor diagndstico
y prondstico del SCD es controversial y no existen
estudios rigurosos que comparen este ensayo con
otras técnicas de deteccién de dafio en el ADN
espermatico.

Los objetivos del presente estudio fueron:

1) Determinar si la mayor edad del varén se
asocia a un aumento del dafo en el ADN de los
espermatozoides y 2) Correlacionar dos metodo-
logias para diagnosticar fragmentacién del ADN
espermadtico: una de alta complejidad y costo como
el ensayo de TUNEL y otra de baja complejidad
como el SCD.

Pacientes y Métodos

Pacientes
El grupo estudiado incluy6 62 varones, entre
18 y 56 afos, donantes voluntarios, de fertilidad
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desconocida. En todos ellos se realizé un analisis
seminal en la Unidad de Andrologia Molecular y
Reproductiva del IDIMI, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile y en el Centro de Diagndstico
y Tratamiento del Servicio de Salud Metropolitano
Central (CDT), Hospital San Borja Arriardn. El
grupo control estuvo constituido por 31 varones
menores de 40 afos y el grupo de estudio por 31
varones mayores de 40 afos. Se excluyeron del
estudio todos los sujetos que presentaron una
concentracion < a 5 millones de espermatozoides
por ml (oligozoospermia severa) y un volumen
seminal inferior a 0,5 ml. Tanto los donantes
controles como los del grupo de estudio, dieron su
consentimiento para participar en este proyecto,
el cual fue aprobado por el Comité de Etica del
Hospital Clinico San Borja-Arriardn.

Andlisis seminal

En cada sujeto se realiz6 un andlisis seminal
siguiendo las recomendaciones de OMS®. Los
pardmetros seminales se consideraron normales
cuando la concentracién espermadtica fue > 20
x 10%/ml, la movilidad progresiva > 50%, y el
porcentaje de espermatozoides con morfologia
normal estricta >14%?%.

Determinacién del dafio en el ADN
de los espermatozoides

Se evalud a través de los ensayos de TUNEL y
de dispersion de la cromatina espermatica (SCD).

Ensayo de TUNEL. Se utilizé el kit comercial
“In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein”
(Roche,Mannheim, Alemania) y se procedié se-
gun las indicaciones del fabricante. El ensayo de
TUNEL permite detectar los extremos 3’ OH libres
que se generan como consecuencia de las rupturas
de las hebras de ADN (simple y doble). Los frotis,
realizados a partir de suspensiones de espermato-
zoides lavados, libre de restos (PBS, pH 7.4), fueron
fijados, permeabilizados e incubados en presencia
de los nucleétidos marcados y de la enzima la en-
zima TdT (terminal deoxinucleotidil transferasa).
Posteriormente, se realiz una contra-tincién con
yoduro de propidio. Los espermatozoides fueron
evaluados en un microscopio de fluorescencia
(Nikon,100X). En cada ensayo se analizaron 500
espermatozoides. Los espermatozoides con ADN
fragmentado presentaron fluorescencia verde, los
espermatozoides normales mostraron fluorescen-
ciaroja. En el control positivo los espermatozoides
fueron pre-incubados con la enzima ADNsa 1.
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Ensayo SCD. Se utiliz6 como referencia el
protocolo descrito por Fernandez y col, 2003% y
posteriormente patentado por Fernandez y col,
2005*. Los espermatozoides fueron suspendidos
en una solucién al 1% de agarosa de bajo punto de
fusién y depositados en portaobjetos previamente
tratados con agarosa. Posteriormente, los frotis
fueron tratados con una solucién dcida para dena-
turar el ADN y una solucion de lisis para remover
las proteinas nucleares y se contrastaron con la
tincion de Wright. En respuesta a este tratamiento,
los espermatozoides no fragmentados desarrollan
un halo de dispersién de la cromatina que puede
ser facilmente visualizado a través de microscopia
optica de campo claro. Los espermatozoides frag-
mentados liberan fragmentos de ADN entre dos
puntos de ruptura, se forma un halo muy pequefio
y la mayor parte de la cromatina forma un cen-
tro compacto que se tifie intensamente. En cada
muestra se evaluaron 500 espermatozoides utili-
zando un microscopio de campo claro (Nikon).
La presencia de un halo de cromatina dispersa
(grande, mediano o pequefio) alrededor de la
cabeza permite identificar los espermatozoides
con ADN normal. Los espermatozoides con ADN
fragmentado no presentan halo de dispersion de la
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cromatina. Los controles positivos fueron tratados
con ADN asal.

Estadistica

Los resultados fueron analizados a través de
los test de Mann-Whitney, test de t pareado o re-
gresion lineal (GraphPadPrism® version 4.0, San
Diego CA). El nivel de significancia se establecié
en 0,05.

Resultados

Se estudi6 un total de 62 varones. La edad
promedio del grupo control fue de 25 afos (rango
17-35 afos), mientras que las edades del grupo de
estudio fluctuaron entre los 40 y 56 afios con una
edad promedio de 48 afos.

Las caracteristicas seminales de los grupos
estudiados se muestran en la Tabla 1. No se obser-
varon diferencias significativas (p > 0,05) en los
valores promedios de los pardmetros seminales
convencionales. Sin embargo, 23% de los indivi-
duos mayores presentaron valores anormales (<
14%) de morfologia estricta. En el grupo control
este valor fue de sélo 10%.

En la Tabla 2 se comparan los porcentajes pro-

Tabla 1. Caracteristicas seminales en sujetos controles e individuos mayores

Grupo Control

Promedio
Edad 25+0,8
Volumen (ml) 3,1 +=0,23
Concentracién (millén/ml) 98 = 11
Movilidad progresiva (%) 68 = 1,5
Células redondas (millén/ml) 2,3 +0,39
Morfologia normal estricta (%) 18 = 0,84

Grupo de estudio

(Rango) Promedio (Rango)
(17 - 35) 48 + 0,7 (40 - 56)
(0, 6,0) 2,8 = 0,25 (0, 5,8)
(27 - 220) 88 = 14 (10 -290)
(52 - 84) 65+ 2,5 (20— 84)
(<1- 8,0 1,3+0,17 (<1-5,6)

(7- 27) 17+ 1,0 (5- 27)

Los valores representan promedios = error estandar (EE).2 Diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 2. Porcentaje de espermatozoides con ADN fragmentado

Ensayo Grupo Control Grupo de estudio
Promedio (Rango) Promedio (Rango)

TUNEL 20 = 1,3° (8-37) 24+ 1,9 (10-55)

SCD 22 +1,4° (7-53) 26 = 1,6 (14 - 60)

Datos expresados en promedio =+ EE. ®Diferencia estadisticamente significativa entre controles y sujetos mayores (p < 0,05).

bp = 0,05.
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medio (y rangos) de espermatozoides con ADN
fragmentado, evaluados a través de los ensayos de
TUNEL y SCD en ambos grupos de pacientes. Los
resultados mostraron un aumento estadisticamen-
te significativo en el nivel de dafio en el ADN en el
grupo de varones mayores de 40 afios.

En la Figura 1 se muestran microfotografias de
espermatozoides con ADN normal y fragmentado
evaluados a través de los ensayos de TUNEL (A)
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y SCD (B). Al realizar ambos ensayos simultianea-
mente sobre la misma placa, utilizando microsco-
pia confocal, las células positivas para TUNEL se
observaron s6lo en aquellos espermatozoides que
no presentaban halo (fragmentados).

Al relacionar los porcentajes de dafio en el
ADN, evaluados a través de las técnicas de TUNEL
y SCD, se observé una correlacion positiva signi-
ficativa entre ambos ensayos (Figura 2).

Figura 1. Microfotografias de esper-
matozoides con ADN normal y fragmen-
tado. A. Ensayo de TUNEL a través de
Microscopia de Fluorescencia (1000X).
B. Ensayo de SCD. Microscopia de Cam-
po Claro (400x). €. TUNEL y SCD simul-
tdneamente sobre la misma muestra a
través de Microscopia Confocal (1000x).
Las flechas indican espermatozoides con
ADN fragmentado. Los circulos muestran
los halos de cromatina dispersa.

SCD

, % fragmentacion ADN
r2=0,08 p < 0,0001
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Figura 2. Correlacién entre los ensayos
de TUNEL y SCD en sujetos controles e
individuos mayores.

Rev Med Chile 2011; 139: 306-312

309



ARTICULO DE INVESTIGACION

Edad del varén y ADN espermadtico - F. Horta et al

Figura 3. Comparacién de los porcenta-
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jes de fragmentacion del ADN de acuerdo
a los valores de normalidad. Valores de
normalidad (15-20%) establecidos para
el ensayo de TUNEL.

Estudios recientes de Sakkas y Alvarez”’ y de
nuestro grupo' han establecido un limite de corte
de fragmentaciéon del ADN (TUNEL) de entre 15%
y 20%. Valores superiores a 20% de espermatozoi-
des con ADN fragmentado se considera anormal
y se correlaciona con infertilidad

La Figura 3 representa la distribucién de los
resultados, de acuerdo al porcentaje de fragmen-
tacién del ADN, obtenidos a través de TUNEL
y SCD. Para analizar esta distribucién se usaron
51 muestras. En 10 individuos, tanto del grupo
control como de estudio, no pudimos realizar
ambos ensayos simultdneamente. El ntimero de
sujetos que presentaron valores de fragmentacion
< 15%, entre 15y 20% y >120% fue similar para
TUNEL y SCD.

Discusién

El efecto de la edad paterna sobre la fertilidad
constituye actualmente un tépico de interés en
salud publica, debido a que las estadisticas de
nacimiento demuestran que un nimero cada vez
mayor de varones escogen ser padres a edades mds
avanzadas (> 40 afios)?.

Una caracteristica particular del semen hu-
mano es su baja calidad, que se manifiesta en una
alta proporcién de espermatozoides de baja mo-
vilidad, mala morfologia y una alta incidencia de
dafio en el ADN nuclear y mitocondrial. Diversos
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estudios clinicos indican que el porcentaje de es-
permatozoides con fragmentacion del ADN, estd
significativamente correlacionado con la tasa de
embarazo tanto in vivo como in vitro'>'”'8, Algunos
de estos estudios han definido valores de corte,
para algunos ensayos, que permiten discriminar
entre individuos fértiles e infértiles y pueden ser
determinantes en el tratamiento de la pareja in-
fértil, como por ejemplo, en la recomendacién de
un procedimiento de reproduccién asistida mas
adecuado.

La determinacién de la fragmentacién del ADN
agrega informacién de mayor valor predictivo al
andlisis de semen convencional y la evidencia de
la literatura parece justificar que el andlisis de este
parametro deberia incluirse en la evaluaciéon de
rutina de la infertilidad masculina en las siguientes
situaciones: (i) parejas infértiles con factor mas-
culino alterado o infertilidad idiopatica; (ii) pa-
cientes con alteraciones endocrinas/androlégicas
que requieren evaluacion en respuesta a determi-
nados tratamientos; (iii) pacientes de edad avan-
zada que consultan por infertilidad; iv) pacientes
con indicacién de reproduccién asistida de alta
complejidad y (v) muestras de espermatozoides
criopreservadas .

El objetivo de este estudio fue determinar si la
integridad del ADN espermético se modifica con
la edad del individuo. Nuestros resultados demos-
traron un aumento significativo de este dafio en
varones mayores de 40 afos. En el grupo control, el

Rev Med Chile 2011; 139: 306-312



Edad del varén y ADN espermético - F. Horta et al

limite superior de espermatozoides fragmentados
fue de 37%. En el grupo mayor, 68% de los varones
presentaron porcentajes de fragmentacién mayo-
res al rango normal de referencia (20% TUNEL +),
con un limite superior de 55% de espermatozoides
dafnados. El promedio de los pardmetros seminales
convencionales fueron similares en ambos grupos.

La asociacion entre el aumento de dafio geno-
mico en los espermatozoides y la edad del varén
constituye en la actualidad un tépico de gran
interés debido al riesgo potencial de transmitir el
dafio genético ala descendencia®’. Wyrobeck y col,
en un grupo bien caracterizado (no fumador) de
97 varones entre 22 y 80 anos demostraron una
clara asociacién entre el incremento de la edad
del individuo, porcentaje de fragmentacién del
ADN, dafo a la cromatina y mutaciones genéti-
cas. Mientras que la incidencia de aneuploidias/
diploidias no se asocié con la edad del varén®.
Por otra parte, Sloter y col, utilizando una nueva
estrategia de hibridizacién del ADN (ACM sperm
FISH assay), demostraron que la edad paterna
avanzada se asociaba a una mayor incidencia
de rupturas, duplicaciones y deleciones del cro-
mosoma 1 (particularmentelp36 y 1q12) en los
espermatozoides®. Se ha reportado que 80% de
las anomalias cromosémicas estructurales que se
manifiestan durante el desarrollo o al nacimiento
son de origen paterno®*2. Recientemente, Belloc
y col'® demostraron, en 17.000 ciclos de insemi-
nacién intrauterina, que no sélo la edad materna
avanzada sino también la paterna tenian un pro-
fundo impacto negativo en las tasas de embarazo
y aborto con diferencias significativas a partir de
los 40 afios.

En el presente estudio, la fragmentacién del
ADN nuclear se determind a través de los ensayos
de TUNEL y SCD. El TUNEL es ampliamente
utilizado en la literatura y en general existe con-
senso, que porcentajes superiores a 20% de esper-
matozoides positivos para TUNEL se asocian a
ausencia de embarazo con 100% de especificidad®.
Esta técnica utiliza microscopia de fluorescencia
o citometria de flujo, estas son metodologias
complejas y de alto costo lo que limita su uso en
el laboratorio de diagnoéstico de rutina. Reciente-
mente, un grupo espafol* desarrollé el ensayo de
dispersion de la cromatina espermatica (SCD) que
utiliza microscopia de campo claro disponible en
cualquier laboratorio. Ambos ensayos presentan
la ventaja adicional que permiten evaluar cada es-

Rev Med Chile 2011; 139: 306-312
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permatozoide de la poblacién en forma individual
pudiendo aplicarse a muestras con bajo nimero de
espermatozoides. Al comparar los resultados ob-
tenidos por TUNEL y SCD, en la misma muestra,
se observé que esta nueva técnica se correlaciona
positiva y significativamente con ensayos de mayor
complejidad y costo como el TUNEL. Aun cuando
faltan estudios para establecer los valores de refe-
rencia que permitan discriminar pacientes fértiles
de infértiles, su implementacién en el estudio de
rutina del factor masculino de infertilidad, me-
joraré el valor predictivo de los espermiograma
convencionales aplicados en Chile.

Conclusion

La tendencia actual a ser padres en la madu-
rez se asocia a una disminucién de la integridad
genética de los espermatozoides. Los individuos
mayores de 40 afios presentaron un aumento dela
fragmentacion en el ADN espermdtico que podria
explicar la reduccidn de la fertilidad reportada en
este grupo etario.

La metodologia de SCD es sencilla de realizar,
rdpida y requiere de instrumentos de laborato-
rio de fécil acceso. Ademas, es de bajo costo y se
correlaciona con técnicas existentes de mayor
complejidad y costo.
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