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RESUMEN

Introduccion: En un estudio prospectivo se ha analizado la dindmica
de la fragmentacion del ADN espermatico (FAE) utilizando muestras
de semen del mismo individuo antes y después de la capacitacion. To-
das las muestras se procesaron con Halosperm para la visualizacién de
la fragmentaciéon del ADN.

Objetivo: El diseiio experimental tenia como objetivo analizar el efecto
del plasma seminal sobre la FAE y la hipotesis planteada asumia que la
diferencias en la dindmica de la FAE, al comparar individuos distintos,
serian mayores en las muestras de semen antes de la capacitacion,
dado que los individuos son distintos y las condiciones fisiologicas de
su plasma seminal también lo serdn.

Material y métodos: Dc esta forma, tras la capacitacion, la tendencia
hacia el incremento de la fragmentacién serfa mas homogénea debido
a que el ambiente de mantenimiento de los espermatozoides también
lo es. El disefio experimental consistié en incubar la misma muestra
de semen de distintos donantes por un periodo de 72 h en el propio
plasma seminal o en el diluyente apropiado tras la capacitacién. Poste-
riormente, se analizé el indice de fragmentacién a distintos tiempos
de incubacién. El comportamiento dinamico del indice de FAE tras la
capacitacién muestra un valor de R? menor en las muestras no capaci-
tadas que en las capacitadas para un ajuste de tipo exponencial; lo que
refleja una mayor tendencia hacia la dispersion de los datos en cada
fraccion de tiempo en el caso del semen que se mantiene en plasma
seminal. Los resultados obtenidos nos permitieron no sélo aceptar la
hipotesis de partida, sino que también mostr6 algunos aspectos intere-
santes acerca del comportamiento de la dindmica de la FAE antes y
tras la capacitacion, como que el proceso de capacitacién genera un
dano en el ADN que puede llegar a incrementar 5 puntos lineales los
indices basales de dafio registrado en el eyaculado y que la tasa de
fragmentacién de muestras no criopreservadas es menor que la obser-
vada en muestra criopreservadas.
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ABSTRACT

The dynamics of sperm DNA fragmentation (SDF)
using the semen samples before and after
capacitation have been investigated

in a prospective study

Introducction: The dynamics of sperm DNA frag-
mentation (SDF) using the semen samples before
and after capacitation have been investigated in a
prospective study. All samples were processed
with Halosperm for the SDF analysis.

Objective: The experimental design had as its aim
to analyse the effect of seminal plasma on the SDF
and the hypothesis was that the differences in the
dynamics of the SDF would be greater in semen
samples prior to capacitation due to the physiolo-
gical conditions of the seminal plasma being ditte-
rent between individuals.

Material and methods: However, after capacita-
tion, the rate of increase of SDF would be more
homogencous due to the sperm storage condi-
tions. Sperm from 5 donors was incubated for a
period of 72 hours in the seminal plasma itself or
in the appropriate diluent after capacitation and
the SDF rates were measured after different incu-
bation times (from 0 to 72h). The dynamic beha-
viour of the SDF before capacitation gave R*va-
lues higher than those obtained after capacitation.
According to our hypothesis seminal plasma ap-
pears to play an important role in controlling the
dynamics of sperm DNA fragmentation, since a
more homogeneous tendency for SDF to increase
was observed after plasma removal.

Results and discussion: Although preliminary, the
results do indicate that both the management and
capacitation of human sperm for use in assisted
reproduction techniques must be completed
quickly in order to minimise the DNA damage,
this practice should theoretically result in impro-
ved pregnancy rates.

Key words: Andrology. Sperm. Male factor. DNA
fragmentation. Fertility. Assisted reproduction.
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Resultados y discusion: En conjunto, si bien preliminares, los resulta-
dos obtenidos indican que tanto el manejo como la capacitaciéon del
esperma humano, para su utilizacién en técnicas de reproduccién asis-
tida, se deben realizar con rapidez para minimizar el daino producido
en el ADN. Hecho que debiera redundar en una mejora en las tasas

de embarazo.

Palabras clave: Andrologia. Espermatozoide. Factor masculino. Frag-

mentacién del ADN. Fertilidad. Reproduccion asistida.

INTRODUCCION

El control de los valores de la fragmentaciéon del
ADN espermatico (FAE) en muestras de semen que
se utilizardn en cualquier proceso de reproduccion
asistida, es un tema de interés en el campo de la an-
drologia y son multiples los trabajos que indican que
una frecuencia elevada de espermatozoides afectados
en un eyaculado tiene consecuencias negativas en la
tertilidad. De hecho, distintas revisiones apoyan la ve-
racidad de este punto de vistal®. Sin embargo, la
esencia de los procesos que estan implicados en gene-
rar una molécula de ADN no ortodoxa y transporta-
ble por un gameto, las consecuencias directas que un
ADN alterado genera sobre el desarrollo de los em-
briones o simplemente el zempo con el que la degra-
daciéon del ADN ocurre en el semen tras la eyacula-
cién, por desconocidos, son la semilla de todo tipo de
controversias y polémicas. Asi, se encontraran resulta-
dos en los que el papel de la FAE se relega a un se-
gundo plano, ya que, por ejemplo, no se encuentra
una relaciéon directa entre valores de fragmentacion
elevados y la fertilidad. De tal forma que, individuos
con indices de fragmentacion fuera de la normalidad,
son capaces de generar embarazos a término*®. Pero
este tipo de situaciones, fuera de suponer un elemen-
to de polémica y desencuentro, debiera ser un espacio
de consenso, dado que en el campo de la biologia el
establecimiento de los dogmas, por una o por otra
parte, no suele ser buen terreno de cultivo para en-
tender toda la verdad que subyace detras de cualquier
proceso. De esta forma, las discrepancias que se sue-
len encontrar en este sentido pueden llegar a ser com-
prensibles cuando se analiza con detalle la multifacto-
rizaciéon que canaliza el hecho final que una muestra
de semen pueda tener “buena” o “mala” calidad; es
decir, que sea capaz de generar descendencia normal
o no frente a un oocito normal. Ante una situacién en
la que diversos factores que abarcan desde el fondo
genético del individuo en cuestion, la mayor o menor
habilidad del esperma para enfrentarse a los procesos
redox, la capacidad de resistencia a infecciones, el ni-

vel de afectacion de los individuos por la polucion, el
régimen alimenticio y un largo etcétera, es practica-
mente imposible encontrar situaciones —en este caso
sujetos— que se les suponga con el suficiente grado de
homogeneidad en los factores que inciden en la pro-
duccién de espermatozoides, para que los resultados
obtenidos sobre la fertilidad sean comparables. Adi-
cionalmente, cada uno de estos factores puede tener
un efecto bien unilateral sobre la calidad del ADN en
el espermatozoide o bien actuando en sinergia. He-
cho que complica mucho més la situaciéon y genera
toda suerte de situaciones en las que enfrentar a la
FAE frente a la fertilidad. En el presente trabajo, se
quiere llamar la atencién acerca de este aspecto gene-
ral utilizando un modelo experimental que demuestra
como el plasma seminal procedente de donantes pue-
de influir de forma distinta sobre un parametro de efi-
cacia seminal, como la calidad que el ADN mantiene
en los espermatozoides.

Normalmente, en los laboratorios de reproducciéon
asistida humana, los espermatozoides, tras la eyacula-
cién, se mantienen en el plasma seminal y éste se ca-
pacita posteriormente para ser utilizado en técnicas de
reproduccién asistida. El proceso incluye varios pasos
que, bdsicamente, estin encaminados a la eliminacién
del plasma seminal y su sustitucién por un ambiente
homogéneo (diluyente/medio de cultivo) en el que
el semen es mucho mas estable y nos permite, por
ejemplo, realizar procesos de coincubaciéon semen-
oocito durante varias horas para realizar una fertiliza-
cioén in vitro (FIV)%7. La metodologia para la capaci-
tacion, si bien varia entre laboratorios, la pauta co-
mun a todos ellos, es la del cambio de temperatura
que experimenta el espermatozoide dado que cuando
el espermatozoide se mantiene en el plasma seminal
se encuentra a temperatura ambiente, mientras que el
proceso de capacitacion se recupera los 37 °C.

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado reciente-
mente que el proceso de la FAE no sélo no es un
proceso estatico y fruto de cuyo analisis se le pueda
asignar a cada individuo un valor inamovible para los
valores de fragmentacién, todo lo contrario, es un
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proceso dindmico y muy correlacionado con el tiem-
po que transcurre desde el momento de la eyacula-
ciéon. El resultado es que hay una tendencia hacia un
aumento del ADN danado y en espacios de tiempo
relativamente cortos. En determinados donantes se ha
podido comprobar que los valores de fragmentacion
en espermatozoides descongelados de donantes con
fertilidad probada pueden llegar a duplicarse tras 2 h
de incubacién a 37 °C?¥’. La tendencia hacia un in-
cremento mas o menos rapido es un comportamiento
comun en otros mamiferos®!°.

El objetivo del presente trabajo es analizar el com-
portamiento que presenta la dindmica de la FAE en
muestras de semen procedentes de un mismo eyacula-
do antes y después de la capacitacion, en un intento
de entender el efecto que juega el plasma seminal en
este proceso. La hipotesis de partida asume que ha-
bran mayores diferencias en la dindmica de la FAE en-
tre las muestras de semen antes de la capacitacion
dado que los individuos son distintos y las condicio-
nes fisiolégicas de su plasma seminal también lo seran,
mientras que tras la capacitacion, la tendencia hacia el
incremento esperado sera mas homogénea debido a
que se ha generado un medio idéntico para el mante-
nimiento de los espermatozoides.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se ha llevado a cabo analizando 5 muestras
seminales de donantes, procedentes del banco de se-
men de la Clinica Tambre (Madrid, Espaia); en to-
dos los casos se mantuvo una abstinencia de 3 a
5 dfas. De estas muestras se ha estudiado la FAE en
2 situaciones experimentales distintas: #) muestra de
semen en fresco y analizada en su valor basal de frag-
mentacion (T0) después de que la muestra hubiera li-
cuado, y &) muestra criopreservada durante 24 h, des-
congelada y capacitada mediante la utilizacién de un
gradiente de densidad. El modelo experimental que
se ha seguido consistié en mantener las muestras de
semen fresco (con el plasma seminal correspondiente
de cada individuo) a temperatura ambiente. En el
caso de las muestras seminales capacitadas, éstas se in-
cubaron a 37 °C tras su capacitacion. El diseno del
experimento deberia cubrir 2 objetivos: #) analizar la
respuesta dindmica de la fragmentacién cuando una
muestra de semen se mantiene a temperatura ambien-
te y sin capacitar, y &) analizar la respuesta dindmica
de la fragmentacion tras capacitacion e incremento de
temperatura. El sistema experimental trata de emular,
en parte, las condiciones en las que se maneja el se-
men normalmente, si bien los tiempos de incubacién
se forzaron hasta que se produjo la fragmentacion to-
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tal de la muestra. En ambos casos se realizé un estu-
dio dindmico de la fragmentacién tomando muestras
de semen desde el tiempo basal hasta un maximo de
72 h. Para el estudio de la dindmica de fragmentacién
del ADN se han obtenido alicuotas a tiempo 0 (T0),
30 min (T30), 1,5 h (T1,5 ), 4,5 h (T4,5), 6 h (T6),
24 h (T24),48 h (T48)y 72 h (T72).

De cada muestra de semen obtenida en fresco se
utiliz6 1 ml que se distribuyé en 2 lotes. Uno se man-
tuvo a temperatura ambiente y en ausencia de luz, y
el otro se criopreservé en nitréogeno liquido y poste-
riormente se descongeld en un tubo de fondo cénico
de vidrio estéril en un bano a 37 °C durante 5 min.
La muestra se capacit6 mediante la técnica de gra-
dientes en densidad y se incub6 en una estufa a 37 °C
y con una tension de CO, de un 5%, también en au-
sencia de luz. La valoracién de la fragmentacion se re-
aliz6 de forma paralela y se recogieron submuestras
de cada lote de 30 pl a los tiempos anteriormente
mencionados.

La determinacién de la fragmentacion del ADN,
tanto en semen fresco como en el capacitado, se reali-
z6 mediante la técnica sperm chromatin dispersion
(SCD) (Halosperm; Halotech-DNA S.L., Madrid,
Espana). Las muestras de semen, para su analisis con
Halosperm, se diluyeron hasta alcanzar una concen-
tracién de entre 5 y 10 millones de espermatozoi-
des/ml. Las muestras procesadas con Halosperm se
tifieron para ser visualizadas con microscopia de cam-
po claro utilizando como colorante Diff-Quick. El
conteo se realizé en 300 espermatozoides utilizando
un microscopio motorizado Leica DMLB que elegia
los campos en un microscopio al azar segin un movi-
miento de coordenadas predefinido. Los datos se pro-
cesaron en Excell (Microsoft, Estados Unidos) y los
analisis estadisticos se realizaron con Stat-Graphics
Plus 5.1 (Academic Enterprise, StatPoint Inc., Hern-
don, Virginia, Estados Unidos).

RESULTADOS

De acuerdo con la morfologia de halos que genera
Halosperm tras tincién para microscopia de campo
claro, la identificaciéon y discriminacién de los esper-
matozoides que contienen ADN fragmentado (pre-
sencia de halo de dispersion de la cromatina) de los
que lo presentan fragmentado es evidente (fig. 1A).
De hecho, a tiempos cortos de incubacion, la mayoria
de los espermatozoides muestran un halo de disper-
sion (fig. 1A), mientras que éste desaparece cuando
los tiempos de incubacién se maximizan (fig. 1B).
Los resultados del analisis dinamico de la fragmen-
taciéon del ADN en los 5 donantes estudiados mues-
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tran una clara tendencia hacia el incremento de la
fragmentacion en todos los casos (fig. 2A y B). Las
medias de los indices de fragmentacion estimadas para
los 2 grupos que se establecen al inicio del experi-
mento (TO0) son distintas (no capacitados 13,7 + 4,3;
capacitados 18,3 + 3,2). Iniciado el proceso de lectu-
ra y determinado el valor basal de fragmentacion, el
proceso de degradacion de la cadena de ADN es con-
tinuo, y transcurridas 72 h de incubacién practica-
mente todos los espermatozoides tienen afectado su
ADN (fig. 1). Si bien una incubacién llevada hasta
72 h no tiene ningun sentido en ART, dado que se
supone que la muestra de semen deberia estar afecta-
da en este y en otros parametros, en el presente expe-
rimento se utiliz6 esta medida para analizar la longe-
vidad comparada de la muestra para el caricter
analizado. Se pueden obtener algunas conclusiones
interesantes de esta comparacion, como que en ambas
situaciones de incubacién algunos donantes presentan
una muestra seminal de caracteristicas mas longevas y
mantiene indices de fragmentaciéon menos elevados
que otros donantes (la distribucién de valores para la
estadistica descriptiva se muestra en la figura 2). Es
interesante resaltar que en ambas situaciones experi-
mentales hay una tendencia de tipo exponencial hacia
el incremento de los indices de fragmentaciéon con
unos ajustes para R? muy elevados (fig. 2C). La varia-
cién de los indices de fragmentacion explica un por-
centaje muy alto de la variacion total observada en los
indices de fragmentacién (no capacitados, R? = 0,91;
capacitados, R? = 0,99). En el caso del semen capaci-
tado los valores de la media son ligeramente mas ele-
vados en todos los tiempos de incubacién. Sin embar-
go, los datos obtenidos muestran un mejor ajuste
final, con valores para R? superiores. Este hecho indi-
ca que los valores de ascenso del indice de fragmenta-
cién estan mas agrupados en el caso del semen capaci-
tado que en el no capacitado. Hecho que se observa
en la fura 2 al comparar los diagramas de cajas y bigo-
tes o en el resumen de las tendencias que se muestra
en la figura 3F.

Los datos registrados para la dinamica de la frag-
mentaciéon pre y poscapacitacion en cada uno de los
donantes se recogen el la figura 3 y en todos los casos
se observa que la tendencia hacia el incremento de la
fragmentacion es ligeramente superior tras el proceso
de capacitacion.

DISCUSION

Uno de las conclusiones que se desprenden del pre-
sente trabajo es que los valores de fragmentacion ba-
sales (estimados a TO) y procedentes de muestras
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Figura 1. Espermatozoides tratados con Halosperm tras tincién
con Diff-Quick. A) Muestra seminal procesada a TO0, en la que se
observa que practicamente todos los espermatozoides muestran un
halo de dispersién de la cromatina y que se relacionan con esper-
matozoides con ADN no fragmentado. B) Muestra seminal proce-
sada a T72, en la que se observa que practicamente todos los esper-
matozoides no muestran un halo de dispersién y que se relacionan
con espermatozoides con ADN fragmentado.

idénticas, son diferentes y mds elevados en las mues-
tras de semen después de ser capacitadas. Aun tra-
tindose de una muestra pequena como la que se in-
cluye en este trabajo, la tendencia se observa en
todos los casos y en termino medio supone un incre-
mento de 5 puntos lineales en ¢l indice de fragmen-
tacion. Este incremento del dano en el ADN se deri-
va directamente del manejo de las muestras para su
capacitacion.

Por otra parte, es interesante resaltar que el com-
portamiento dindmico del indice de fragmentaciéon
muestra unos valores de R? para un ajuste de tipo ex-
ponencial menores en las muestras no capacitadas que
en las capacitadas; lo que refleja una mayor tendencia
a la dispersion de los datos en cada fracciéon de tiempo
en la que se obtuvieron medidas de la fragmentacion.
Sin embargo, cuando el plasma seminal se sustituye
por un diluyente, los valores de R? son mds altos, lo
que indica un mayor ajuste en la curva resultante. Es
decir, el hecho que la dinamica de la fragmentacion
de las muestras capacitadas sea mas homogénea entre
donantes distintos que el observado en las muestras
no capacitadas, indica un posible efecto del plasma se-
minal sobre el control o el disparo del proceso de
fragmentacion del ADN. En relacién con otros para-
metros de calidad seminal, se ha comprobado que la
presencia o las concentraciones de determinados oli-
goelementos como el aluminio, el cinc, el magnesio o
el plomo en el plasma seminal son fuertes condicio-
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nantes de la calidad seminal'’2. Por otra parte, es
bien conocida la relacién entre la capacidad antioxi-
dante del plasma seminal y la capacidad fertilizante®s.
De hecho, se han utilizado elementos antioxidates
tipo vitaminas C y E'" tratando de paliar este efecto
dafnino de los radicales libres que se pueden generar y
que danan, en primera instancia, los lipidos de la
membrana'® y posteriormente el ADN' . Si bien, y
como era de esperar, los resultados del efecto que
ejercen este tipo de sustancias sobre los pardmetros de
calidad seminal son dispares, la explicaciéon también
reside en las diferencias de composicion que presenta
el plasma seminal de individuos distintos. Por @ltimo,
cabe senalar que la calidad de los espermatozoides y
su capacidad fertilizante son modulables!”, hecho que
concuerda plenamente con los resultados obtenidos
en el presente experimento. Por lo tanto, los resulta-
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dos obtenidos muestran que el plasma seminal de
cada uno de los individuos es determinante en el mo-
mento de generar una dinamica caracteristica de frag-
mentaciéon para ese individuo. Esta tendencia varfa
cuando ese mismo semen se capacita y globalmente
tiende a ser mas homogéneo entre los distintos indivi-
duos cuando el medio en que se conservan los esper-
matozoides se homogeneiza. Esta tendencia a la ho-
mogeneizacion en la dindmica de la fragmentacion
tras la capacitacion, es el resultado de la eliminacion
del plasma seminal, que segin estos resultados, es cla-
ramente distinto y propio de cada individuo y canaliza
un ritmo particular para cada individuo en lo que se
refiere al dano que se genera en el ADN. La elimina-
cién del plasma seminal conlleva, por ejemplo, la eli-
minacién de posibles radicales libres que puedan afec-
tar a los espermatozoides y adicionalmente hay una
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Figura 3. Representacion de los distintos valores para los indices de fragmentacién obtenidos en cada uno de los individuos analizados (A-
E). Nétese que en todos los casos el semen capacitado (lineas negras) ofrece valores superiores a los obtenidos con el semen no capacitado
(lineas grises). F) Valores tanto para los capacitados como para los no capacitados. Nétese que las lineas correspondientes a la dindmica del

semen capacitado estin mucho mas agrupadas que las obtenidas con el semen no capacitado.

clara inhibicién del crecimiento bacteriano. De hecho
en 2 de las muestras analizadas, tras 24 h incubacién,
en semen fresco mostré trazas de crecimiento de al-
gunas bacterias.

Los resultados presentados en este trabajo indican
que el aumento de los indices de fragmentacién se re-
laciona con el tiempo de incubacién que transcurre
desde que se obtiene la muestra seminal, y los resulta-
dos obtenidos en las 2 situaciones experimentales po-
nen de relieve la necesidad de procesar y utilizar las
muestras tan pronto como sea posible. Una mala
practica en este sentido tiene un efecto negativo en la
fertilidad cuando las muestras se utilizan para FIV y la
inyeccién intracitoplasmatica de espematozoides”-3.
De acuerdo con los resultados obtenidos resulta casi
imperativo que esto sea un practica corriente dado
que, adicionalmente, la fecundacién no se produce
inmediatamente después de la inseminacion. De he-
cho, en algunos mamiferos, la ovulaciéon tiene lugar

generalmente entre 4 y 10 h después de la insemina-
ci6on??? y por lo tanto la sincronizacién entre el mo-
mento de ovulacién y el momento de la inseminacién
con muestras seminales procesadas de forma rapida,
es muy importante. Por ello, las caracteristicas del se-
men consideradas como suficientes para la fertiliza-
cién en el inicio del transporte de los espermatozoi-
des en el tracto femenino, pueden variar raipidamente
entre la inseminacién y la fertilizaciéon y, de algin
modo, hay que ser conscientes de la longevidad de las
muestras que manejamos para poder ser mas efectivos
en la fertilizaciéon en el momento en que el esperma-
tozoide llegue al oocito.

Otro aspecto de mucho interés y que se esta anali-
zando en este momento son las implicaciones que tie-
ne la congelacion en las posibles variaciones de la
fragmentacion®?!, dado que los espermatozoides son
muy sensibles a las variaciones en su régimen normal
de temperatura. Este aspecto es de enorme interés y
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tendrd que ser analizado con un diseno experimental
propio, pero parece indicar que si bien los valores ba-
sales de FAE no se ven afectados por el hecho propio
de la congelacién, y los indices de fragmentacion an-
tes y después de congelacién serian similares, su dind-
mica de fragmentacion si que resulta afectada. Hecho
que se ha constatado en otras especies de mamiferos
como el caballo? o los carneros!. En este momento
se estan generando los datos que nos ofreceran una
vision mucho mas completa del papel que juega
el plasma seminal, las variaciones de temperatura y el
efecto de la criopreservacion sobre las variaciones en
la dindmica de la fragmentacion.
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