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DNA Espermatico mediante el Test de Tunel
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El DNA espermatico esta organi-
zado de forma tal que mantiene la
cromatina compacta y estable. Esta
organizacién no solo permite que se
encuentre muy bien empaquetado el
material genético para ser transferido al
huevo, sino que asegura que sea entregado
en forma fisicay quimica tal, que contribuya
al desarrollo del embrion haciendo mas
accesible lainformacion genética. El Test de
Tunel permite estudiar el dafio al DNA en
pacientes infértiles. El estudio del DNA
espermatico puede ayudar en la seleccion
de espermatozoides con la menor cantidad
de dafio para su uso en la concepcion
asistida.
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Aspectosclinicos

Cadavez mas, laintegridad del DNA
espermatico es reconocida como una
medida independiente de su calidad y se
sabe que es de vital importancia en el inicio
y mantenimiento de un embarazo a término
tantoinvivo comoinvitro.
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El andlisis del semen en el que se
miden concentracién, ph, volumen,
movilidad y normalidad morfolégica de los
espermatozoides, continda siendo la
prueba clinica mas importante para
predecir infertilidad, sin embargo, no revela
defectos en el espermatozoide que afecten
alaintegridad del genoma masculino. Porlo
tanto, la evaluaciéon del mismo, ademas del
estudio de los parametros sistematicos
seminales, podria aportar una informacién
adicional acerca de la calidad del
espermatozoide.

Normalmente, el dafio al DNA
puede ser reparado por el ovocito después
de la fertilizacion. Esto depende principal-
mente de la calidad citoplasmatica y geno-
tipica del évulo, y del nivel de dafio en las
cadenas de DNA del espermatozoide que
produjo lafertilizacion.

¢ Qué es el DNA espermatico normal?

El DNA espermético estd organi-
zado de forma tal que mantiene la
cromatina compacta y estable. Esta
organizacién no solo permite que se
encuentre muy bien empaquetado el
material genético para ser transferido al
huevo, sino que asegura que sea entregado
en forma fisicay quimica tal, que contribuya
al desarrollo del embrion haciendo mas
accesible la informacion genética. El
espermatozoide fértil tiene un DNA estable,
el cual es capaz de descondensarse en el
momento apropiado del proceso de la
fertilizaciony transmitir el DNA sin defectos.

Origen del dafio al DNA de esperma-
tozoides

El origen de las lesiones en el DNA

del espermatozoide puede deberse a
multiples causas de tipo intrinseco o
inducidas por factores externos.

Los factores intrinsecos incluyen:

- Seleccion ineficiente: La produccion de
espermatozoides se localiza en los tubulos
seminiferos (testiculos) y en algunos casos
los espermatozoides y sus células
progenitoras sufren alteraciones de tipo
genético que resultan en roturas del DNA.
Estos espermatozoides dafiados son
generalmente seleccionados y eliminados,
pero si el mecanismo de seleccion falla
aparecen espermatozoides con el DNA
fragmentado en el eyaculado.

- Maduracion incorrecta: Los espermato-
zoides sufren un proceso de maduracién en
epididimo. Este proceso de maduracion
conlleva al empaquetamiento de la
cromatina nuclear y la adquisicion de la
motilidad espermatica. Si este proceso no
se lleva a cabo correctamente se pueden
producir lesiones en el DNA espermatico.

Los factores externosincluyen:

-Dafoinducido por radio/quimioterapia.

- Varicocele.

-Episodio de fiebre alta.

-Exposicion a elevadas temperaturas.
-Enfermedad inflamatoria aguda o cronica.
- El estrés oxidativo post testicular: Durante
el transporte de los espermatozoides a
través del epididimo se puede producir
fragmentacion del DNA espermatico. Uno
de los mecanismos principales es el
relacionado con la produccion de radicales
libres, ya sea por espermatozoides
inmaduros o por las células epiteliales del
epididimo, que dafian directamente el
material genético del espermatozoide.



Ademas, la activacion de caspasas y
endonucleasas espermaticas por factores
toxicos y temperaturas elevadas también
puede inducir fragmentacion del DNA.

Métodos para evaluar lafragmentacion del
DNA

Por varios afios los investigadores
han buscado la mejor forma de cuantificar
el dafio presente en el DNA de espermato-
zoideshumanos.

Actualmente se dispone de varias
técnicas que miden el dafio al DNA en los
mismos. Algunas evalGan la integridad del
DNAY otros ensayos identifican defectos en
el empaquetamiento de la cromatina
espermatica.

En nuestro laboratorio comenza-
mos a utilizar el Test de TUNEL (Terminal
desoxi nucleotidil Uridin trifosfato, dUPT,
deoxynucleotidil tranferase Nick-End
Labelling assay), que es el test recomen-
dado por lideres de opinién en estudios de
fragmentacion de DNA.
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Actualmente, el valor de corte
recomendado para este Test es de: <15% 6
30%, segiin lametodologia empleada.

Esta prueba permite visualizar la
incorporacion de nucle6tidos marcados en
los extremos de las roturas existentes en el
DNA, bien sean de cadena simple o doble.
La reaccion se cataliza, in situ, mediante la
accion de una tranferasa Terminal. Esta
enzima incorpora deoxiuridina modificada
con biotina o digoxigenina, en el extremo 3'-
OH de la cadena afectada. El nucledtido
incorporado esta directamente marcado
con un fluorocromo. Teéricamente la sefial
de marcado obtenida por cada
espermatozoide, se incrementaria de
acuerdo con el nimero de roturas que
presente lacadenade DNA.

DNA de células fijadas marcadas
por el agregado de fluoresceina —dUTP a
cadenas rotas por una enzima transferasa
terminal.

Esta técnica ha tenido una muy
buena aceptacion dado que es versatil, esta
comercializada en kit y los resultados
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pueden ser interpretados mediante
microscopia de fluorescencia y citometria
deflujo.
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Utilidad clinica

Este Test se recomienda en los
siguientes casos:

- Infertilidad idiopatica (de causa descono-
cida).

- Tras fallos repetidos en técnicas de repro-
duccidnasistida.

- Casos enlos que se ha observado una mala
calidad embrionaria.

- Pacientes que han sufrido abortos a
repeticion.

Infodtblodiagnostico.com_ar




- Varicocele.

- Varones infértiles con edades superiores a
los40afios.

- Casos de congelaciéon de semen (se
comprueba que lamuestra congelada tenga
unos niveles de fragmentacion aceptables).
Episodio febril enlos tltimos 3 meses.

Los tipos de muestra que se
emplean son semen eyaculado, semen post
seleccion espermatica, espermatozoides
obtenidos por puncion espermatica o
biopsia (TESA, TESE, MESA). Para la muestra
de semen, el paciente debera solicitar turno
e indicaciones de preparacion al laboratorio
y para las muestras derivadas, remitir un
volumen aproximado de 1,0 mL de semen
entero homogeneizado dentro de las 2
horas de obtenido.

Conclusiones

La evidencia en la literatura
muestra que el dafio al DNA influye en la
fertilidad de las parejas. Si el esperma-
tozoide con lesiones en el DNA fertiliza un
ovulo y origina un nacimiento, es posible

gue se produzca una anomalia congénita.
Por lo tanto, se debe estudiar el dafio al DNA
en pacientes infértiles. El estudio del DNA
espermatico puede ayudar en la seleccion
de espermatozoides con la menor cantidad
de dafio para su uso en la concepcién
asistida.

Los resultados del estudio de
fragmentacion del DNA ayudarian al médico
en la evaluacion, y proporcionarian mejor
consejo a las parejas infértiles en relacion
con sus posibilidades de lograr una
gestacién a término y obtener un nifio sin
alteraciones. Esto puede aliviar los
problemas emocionales y sociales
asociados con los intentos fallidos en las
técnicas de reproduccion asistida. Estas
técnicas también podrian tener efectos
positivos en la disminucion de la mortalidad
infantil en recién nacidos y en nifios
menoresde 5afios.
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