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Alt-NHEJ: Alternative non-homologous end joining (Unidn de extremos no homoélogos alternativa)
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ATM: Quinasa ataxia telangiectasia-mutada
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c¢ADN: Cadena complementaria de ADN
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INTRODUCCION

La definicién de salud reproductiva con sus caracteristicas esenciales que diferencian ésta de los de-
mas campos de la salud, fue consensuada en la Conferencia Internacional sobre la poblaciény el Desa-

rrollo del Cairo en 1994 y lo hace en los siguientes términos en sus parrafos 7.2y 7.3 (1) :

"La salud reproductiva es un estado general de bienestar fisico, mental y social, y no de mera ausencia
de enfermedades o dolencias, en todos los aspectos relacionados con el sistema reproductivo y sus

funcionesy procesos.

En consecuencia, la salud reproductiva entrafia la capacidad de disfrutar de una vida sexual satisfac-
toria y sin riesgos y de procrear, y la libertad para decidir hacerlo o no, cuando y con qué frecuencia.
Esta ultima condicion lleva implicito el derecho del hombre y la mujer a obtener informacién sobre
planificacion familiar y su eleccion, asi como a otros métodos para la regulacion de la fecundidad que
no estén legalmente prohibidos, y acceso a métodos seguros, eficaces, asequibles y aceptables, el de-
recho a recibir servicios adecuados de atencion de la salud que permitan los embarazos y los partos
sin riesgos y den a las parejas las mdximas posibilidades de tener hijos sanos. En consonancia con esta
definicién de salud reproductiva, la atencién de la salud reproductiva se define como el conjunto de
métodos, técnicas y servicios que contribuyen a la salud y al bienestar reproductivos al evitary resolver
los problemas relacionados con la salud reproductiva. Incluye también la salud sexual, cuyo objetivo es
el desarrollo de la vida y de las relaciones personales y no meramente el asesoramiento y la atencién

"o

en materia de reproduccién y de enfermedades de transmision sexual”. "La salud reproductiva esta
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fuera del alcance de muchas personas de todo el mundo a causa de factores como: los conocimientos
insuficientes sobre a sexualidad humana y la informacién y los servicios insuficientes o de mala cali-
dad en materia de salud reproductiva; la prevalencia de comportamientos sexuales de alto riesgo; las
practicas sociales discriminatorias; las actitudes negativas hacia las mujeres y las nifas; y el limitado
poder de decisidn que tienen muchas mujeres respecto de su vida sexual y reproductiva. En la mayoria
de los paises, los adolescentes son particularmente vulnerables a causa de su falta de informaciony de
acceso a los servicios pertinentes. Las mujeres y los hombres de mds edad tienen problemas especiales

en materia de salud reproductiva, que no suelen encararse de manera adecuada”.

La imposibilidad de tener en un hijo, en muchas ocasiones, plantea situaciones dificiles tanto a nivel
personal como social. Las relaciones de pareja pueden verse afectadas por la imposibilidad de uno de
los de los miembros para tener hijos, situacién que puede provocar sensaciones de culpa o de defecto
fisico en la persona afecta o incluso éstas pueden ser esgrimidas como causa de repudio por el otro
miembro de la pareja. Una pareja sin hijos en determinadas culturas se ve marginada de eventos religio-

sos o sociales lo que aumenta su aislamiento en la comunidad.
1.1. APARATO REPRODUCTOR MASCULINO

1.1.1. Embriologia testicular

Los embriones tempranos poseen un sistema genital indiferenciado que esta dotado de las estructuras
necesarias para desarrollar su sexo. La diferenciaciéon hacia un sexo u otro conlleva el predominio gra-

dual de un componente y la desaparicion de otro (3).

El sexo genético o cromosémico se determina en el momento de la fecundacion y es el que determina
que la gobnada indiferenciada se convierta en ovario en la mujer y testiculo en el hombre. El desarrollo

de los 6rganos genitales durante la etapa embrionaria se produce en dos etapas:

Indiferenciada: idéntica para ambos sexos, se extiende desde la fecundacién hasta la 72 semana en

embriones masculinos y hasta la 92 a 102 en embriones femeninos.

Diferenciada: distintas seglin el sexo cromosémico del embridn. El cromosoma Y a través del gen SRY
situado en su brazo corto, es el inductor de la transformacion de la gbnada indiferenciada a testiculo, su

ausencia conlleva la formacién del ovario.
1.1.1.1. Etapa indiferenciada

Las gbonadas aparecen inicialmente como un par de eminencias longitudinales, los pliegues o crestas
genitales o gonadales, que se forman por proliferacién del epitelio superficial y la condensacion del
mesénquima subyacente. Las células germinativas primordiales solo aparecen en los pliegues genita-

les desde la sexta semana.
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Las células germinales primordiales se observan en una etapa temprana del desarrollo entre las células
endodérmicas de la pared del saco vitelino cerca de la alantoides. Emigran por movimientos ameboi-
deos a lo largo del mesenterio dorsal del intestino posterior y llegan a las génadas primitivas (indife-
renciadas) al comienzo de la quinta semana e invaden las crestas genitales en la sexta semana. Si no

alcanzan a éstas, las gbnadas no se desarrollan.

Por lo tanto, las células germinales primordiales tienen una influencia inductora sobre el desarrollo de
la gbnada en ovario o testiculo. Poco antes y durante la llegada de las células germinales primordiales,
el epitelio de la eminencia genital prolifera y las células epiteliales penetran en el mesénquima sub-
yacente, donde forman cordones de forma irregular, los cordones sexuales primitivos. En embriones
masculinos y femeninos, los cordones estan unidos al epitelio superficial, y en esta etapa es imposible

diferenciar la gbnada masculina y la femenina. En consecuencia, se la llama génada indiferente.
1.1.1.2. Etapa diferenciada

Si el embrién es genéticamente masculino, las células germinales primordiales tienen una dotacion
de cromosomas sexuales XY. Por influencia del gen SRY localizado en el cromosoma Y, que codifica el
factor determinante testicular, los cordones sexuales primitivos siguen proliferando y se introducen
profundamente en la médula gonadal para formar los cordones testiculares o medulares (4,5). Hacia el
hilio de la glandula, los cordones se disgregan en una red de filamentos celulares diminutos que ulte-
riormente daran origen a los tibulos de la red de Haller o rete testis. Durante el desarrollo ulterior, una
capa compacta de tejido fibroso, la tunica albuginea, separa a los cordones del testiculo de la superficie

epitelial (6).

En el cuarto mes, los cordones testiculares toman una forma de herradura y sus extremos se contindan
con los de la rete testis. Los cordones testiculares estdan compuestos en este momento por células
germinales primordiales y células de sostén de Sertoli derivadas del epitelio superficial de la glandula,
debido a la activacion del gen SOX9 (7, 8) . Las células intersticiales de Leydig, descritas por primera vez
en 1850 (9), se desarrollan a partir del mesénquima original de la cresta gonadal y se encuentran entre
los cordones testiculares. Comienzan a desarrollarse poco después de iniciada la diferenciacion de los
cordones. En la octava semana de desarrollo, las células de Leydig empiezan a producir testosterona
a partir del colesterol (10, 11), de esta forma, el testiculo puede influir entonces en la diferenciacién
sexual de los conductos genitales y de los genitales externos. Los cordones testiculares se mantienen
macizos hasta la pubertad, cuando se canalizan y dan origen a los tibulos seminiferos. Una vez que se
ha producido su canalizacion, estos tubulos se unen a los de la rete testis, los cuales a su vez penetran
en los conductillos eferentes. Los conductillos eferentes son las porciones remanentes de los tubulos
excretores del sistema mesonéfrico y actian como vinculo entre la rete testis y el conducto mesonéfri-

co o de Wolff, que recibe el nombre de conducto deferente (12).
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1.1.1.3. Descenso de los testiculos

Para asegurar las mejores condiciones de espermatogénesis, los testiculos de la mayoria de los mami-
feros deben adoptar una posicién extracorpérea, lo cual causa un descenso de temperatura de entre
2 y 4°C (13). De hecho, en humanos esta suficientemente probado que las temperaturas altas en los
testiculos provocan patologias clinicas, incluso de infertilidad, asociada a defectos en la espermatogé-
nesis (14). Al final del segundo mes de vida intrauterina, el testiculo y el mesonefros estan unidos a la
pared abdominal posterior por el mesenterio urogenital. Cuando tiene lugar la degeneracion del meso-
nefros, la banda de insercion sirve como mesenterio a la gbnada. Caudalmente se torna ligamentoso y
se le denomina ligamento genital caudal. Desde el polo caudal del testiculo se extiende también una
condensacién mesenquimatosa rica en matrices extracelulares, el gubernaculum testis. Antes de que
el testiculo descienda, esta banda de mesénquima termina en la region inguinal, entre los musculos
abdominales oblicuos interno y externo en vias de diferenciacion. Mas adelante, cuando el testiculo co-
mienza a descender al anillo inguinal, se forma la porcion extraabdominal del gubernaculum, que crece
desde la region inguinal hacia las eminencias escrotales (15). En el momento en que el testiculo pasa por
el conducto inguinal, esta porcién extra abdominal toma contacto con el piso escrotal (el gubernaculum
también se forma en la mujer, pero en casos normales mantiene su forma rudimentaria). No estan acla-
rados por completo los factores que controlan el descenso del testiculo. No obstante, una evaginacion
de la porcion extraabdominal del gubernaculum parece producir su migracion; el aumento de la presiéon
intraabdominal como consecuencia del crecimiento del 6érgano determinaria su paso por el conducto
inguinal, y la regresion de la porcién extraabdominal del gubernaculum completaria el movimiento de
los testiculos hacia el escroto. El testiculo alcanza la regidn inguinal a las doce semanas de gestacion,

migra a través del conducto inguinal alrededor de las 28 semanas y alcanza el escroto a las 33 semanas.

Este proceso esta mediado por hormonas como los andrégenos y el factor inhibidor de Miller u hor-
mona antimulleriana (FIM/AMH)(16). Durante el descenso, se mantiene la irrigacién sanguinea desde la
aorta y los vasos espermaticos se extienden desde el nivel lumbar de nacimiento hasta el testiculo en
el escroto. El testiculo desciende por el anillo inguinal y sobe el borde del pubis hasta llegar al pliegue
escrotal en el momento del nacimiento. Es cubierto luego por la reflexién de un pliegue del proceso
vaginal. La capa de peritoneo que cubre el testiculo se llama hoja visceral de la tdnica vaginal; el resto

del saco peritoneal forma la hoja parietal de la tdnica vaginal (17) (Figura 1).

7 meses 9 meses

‘ 2 meses

Figura 1: Descenso testicu-
lar prenatal. A: Pene; B: Cavi-
dad peritoneal; C: Testiculo;
D: Gubernaculum testis; E:
Canal inguinal; F: Conducto

deferente.
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1.1.2. Anatomia testicular

Los testiculos son los 6rganos productores de las células germinales masculinas, los espermatozoides.
Poseen ademas una funcién endocrina necesaria para mantener la espermatogénesis y otros procesos

de la actividad sexual y metabdlica.

En nimero de dos y situados en la bolsa escrotal, tienen forma ovoidea con el eje mayor vertical y su
polo superior algo dirigido hacia delante. Sus dimensiones promedio son 4-5 cm de longitud, 2-4 cm de

anchuray 3 cm anteroposterior y un peso que oscila entre 10,5y 20 g (18,19).

La envoltura externa del testiculo llamada tinica albuginea tiene una gran resistencia. En la zona pos-
terior el tejido conjuntivo se condensa y se invagina hacia el interior del testiculo formando el medias-

tino testicular o cuerpo de Highmore (18).

Desde el mediastino y de forma radial, parten unos finos tabiques fibrosos o septos interlobulillares que
contactan con la tunica albuginea en su extremo distal. Esta disposicion de tabiques divide el parénquima

testicular en unos 200 a 300 compartimentos piramidales que reciben el nombre de lobulillos testiculares.

Cada lobulillo contiene en su interior de uno a cuatro tabulos seminiferos que miden entre 150 y 200
pm de diametro y unos 30 a 70 cm de longitud. Su disposicién es de plegamiento dentro del lobulillo.
Constituyen la parte exocrina del testiculo, conteniendo células de soporte y células germinales. El seg-
mento final de cada tubulo seminifero, situado en el vértice de los lobulillos, se hace menos tortuosos

y va formando los tubos rectos que son ya la primera parte de la via excretora (20).

Los tubos rectos se relinen en la zona septal de la rete testis, estructura tubular revestida de epitelio.
Esta misma rete testis tiene otras dos porciones, la mediastinica donde pueden desembocar tanto los
tubos rectos como directamente algunos tibulos seminiferos y la porcidn extratesticular, en su extremo
opuesto, donde la estructura tubular forma de 8 a 15 conductos o conos eferentes que se anastomosan

entre si para dar lugar al conducto epididimario (21) (Figura 2).

Conducto deferente

[ cabeza
Tuabulos eferentes
Rete testis

Tubos rectos

Epldidimo]  Cuerpo Tabulos seminiferos

Tdnica albuginea

Tanica vaginalis

Cola

Figura 2: Anatomia del testiculo.
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En el seno del tejido conjuntivo de la cara interna de la tlnica albuginea y de los espacios peritubulares
hay vasos arteriales, venosos y linfaticos, asi como un grupo de células que constituyen el tejido endo-

crino del testiculo, las células de Leydig, que tienen como funcién la produccién de testosterona (22).

La vascularizaciéon del testiculo se hace principalmente por la arteria espermdtica o testicular, rama de
la aorta y se ve complementada por la arteria funicular, rama de la epigastrica y la arteria deferencial,
rama de la vesical. Las venas procedentes del testiculo se agrupan formando un denso conglomerado
llamado plexo pampiniforme que desemboca en la vena gonadal o espermatica. Esta vena en su lado
derecho desemboca en la vena cava inferior, mientras que en el lado izquierdo lo hace en la vena renal
ipsilateral. El trayecto mas largo y con una desembocadura en dngulo recto de esa vena gonadal, parece

favorecer la presencia de los varicoceles fisiolégicos o no sobre el teste izquierdo.

El drenaje linfdtico se realiza hacia los ganglios lateroadrticos desde la bifurcacién aortica hasta el

pediculo renal.

La inervacion testicular tiene dos origenes el plexo espermdtico, acompana a a arteria del mismo nom-
brey se dirige al testiculo y parte del epididimo y el plexo deferencial que acompaia a su arteria homo-

nimay que solo inerva el epididimo (18,19).

1.1.3. Fisiologia espermatica
1.1.3.1 Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso por el que las células germinales indiferenciadas diploides situadas
sobre la basal de los tubulos seminiferos, y que reciben el nombre de espermatogonias, van a transfor-

marse en células haploides denominadas espermatozoides.

Se puede dividir en cuatro fases (23): a) la espermatogoniogénesis también denominada fase prolifera-
tiva o de multiplicacién. En ésta se produce una proliferacion y diferenciacion de las células diploides
del estrato germinal. Estos procesos mantienen el nimero de células madre maduras y sobre otras cé-
lulas comienzan un proceso mitético, en espera de su diferenciacién a espermatocitos que son células
tetraploides; b) la fase de maduracién, también llamada de meiosis, que comprende la transformacion
de espermatocitos en células haploides a través de dos procesos de mitosis, uno reduccional o meiosis
I'y otro de mitosis ecuatorial o meiosis II; c) la espermiogénesis o fase posmeibdtica en la que se diferen-
cian las espermatides en espermatozoides maduros, y d) la espermiacion o vertido de los espermatozoi-

des que se encontraban adheridos a la pared del tibulo seminifero a la luz del mismo (23).

Podemos encontrar casi veinte tipos celulares segln el estadio de la espermatogénesis (24). Durante
la fase de proliferativa diferenciamos las células madre germinales espermatogonias Ad que son las
células madre de reserva con bajo indice mitético, las espermatogonias Ad con sus cuatro subtipos de

Al a A4, también denominadas células madre renovadas, con mayor indice mitotico, al igual que las
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espermatogonias intermedias y finalmente las espermatogonias B. La fase de maduracién comienza
con la aparicién de los espermatocitos primarios diploides en cromosomas (2N) y tetraploides en ADN
(4Q), a continuacioén, se diferencian en secundarios, que ya son haploides (1N) con dos cromatidas her-
manas (2C). Finalmente se diferencian en espermétidas con un nimero haploide de cromosomas (1N) y
haploide de ADN (1C). En la fase de espermiogénesis no se produce division de celular sélo una trans-
formacién de células redondas en elongadas con desarrollo de acrosoma y flagelo. Seguin el estadio se
las ha denominado Sal, Sa2, Sb1, Sb2, Sc1, Sc2, Sd1y Sd2 (25). Finalmente, el espermatozoide maduro
se forma, se rompen las uniones que lo mantienen adherido a la célula de Sertoli y se expulsa a luz

tubular (Figura 3).
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Figura 3: Anatomia Esquema de la espermatogénesis. Ad: Espermatogonias oscuras, Ap: Espermatogonias pale, Sg I: Espermatogonia
intermedia, Sg B: Espermatogonia B, SC1: Espermatocitos primarios, SC2: Espermatocitos secundarios, SR: Espermdtides redondas,
ES: espermdtides alargadas, SPTZ: Espermatozoides. En el proceso total de la espermatogénesis se liberan a la luz tubular 16 esper-
madtides elongadas provenientes de cada espermatogonia tipo Ap a través de sucesivas divisiones mitéticas y meidticas. (Elaboracién
propia Carlos Balmori).

El flujo celular en la pared de los tibulos seminiferos no es sincrénico. Cada segmento de tabulo en un
momento dado y de manera espiral se encuentra en una fase del proceso de la espermatogénesis. Se
han descrito seis estadios atendiendo a la agrupacién celular que encontramos si realizamos un corte
histologico de un tubulo seminifero. El paso de estadio | a VI se produce en unos 16 dias. Para la diferen-
ciacion total desde espermatogonia a espermatozoide se precisan 4,5 ciclos por lo que el tiempo total

del proceso de la espermatogénesis se estima en 72-74 dias para la especie humana (26).
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1.1.3.2. MADURACION DEL ESPERMATOZOIDE EN EL EPIDIDIMO

El espermatozoide permanece en el epididimo entre los 2 y 11 dias dependiendo de la actividad eyacu-
latoria del individuo (26). A pesar del que el epididimo presenta una estructura de aspecto homogéneo
y una formacién tubular continua, su formacion estd codificada por diferentes genes que condicionan

el desarrollo de zonas diferenciadas dentro del mismo (27,28).

A lo largo de la luz de los tubulos epididimarios encontramos células principales, estrechas, claras,
basales, linfocitos (células halo), dendriticas en distintas proporciones y tamafos, asi por ejemplo en-
contramos células principales, basales y claras en todo el epididimo y estrechas sélo en la cabeza (29).
Todo ello confiere diferentes funciones: en la cabeza y cuerpo se producen actividades de maduracion

espermaticay la region de la cola es fundamentalmente un reservorio espermético (29).

Los cambios que se producen en los espermatozoides comprenden modificacidén de la composicion de
los fosfolipidos de membrana y la cantidad de colesterol en proporcion a los fosfolipidos, incrementos
de las uniones disulfuro y de la carga negativa de superficie, expresion de antigenos de superficie y la
modificacién, eliminacion y adicion de proteinas de superficie (29). Acompafnando a los espermatozoi-
des durante su trayecto epididimario se encuentra el fluido seminal que depende de la resorcién de
agua por un mecanismo estréogeno dependiente y de la absorcidn de iones de Na+ y de la secrecidon
de multiples proteinas y compuestos como L-Carnitina, mioinositol y glicerofosfocolina (GPC). Estas
Ultimas moléculas parece que tienen una gran importancia en la fase de almacenamiento del esperma-
tozoide (30). Por otra parte, en el epididimo se produce una acidificacién del pH y disminucién de la
concentracién de bicarbonato que permite el estado necesario de latencia del espermatozoide durante
su estancia epididimaria (30). La capacidad de motilidad del espermatozoide se consigue por la produc-
cién intracelular de ATP y cambios intracelulares de pH, Ca?*, adenosin monofosfato ciclico (CAMP) y de
la actividad de la proteina fosfatasa PP1g2 sin embargo, el movimiento no es funcional hasta después

de la eyaculacion (31,32).
1.1.3.3. CAPACITACION DEL ESPERMATOZOIDE

Los espermatozoides ascienden desde la vagina al Utero a través del cuello uterino. Las concentracio-
nes de bicarbonato aumentan a medida que los espermatozoides se acercan a las trompas de Falopioy
mas en el momento de la ovulaciéon. Esto cambia el medio acido en el que se encontraba el espermato-
zoide como describimos en la maduracion epididimaria. La enzima adenilciclasa soluble interviene en
la produccién de cAMP, que a su vez activa la proetinkinasa A (PKA). La membrana plasmética se deses-
tabiliza cada vez mas debido a la codificacidn de fosfolipidos mediada por la actividad PKA y permite
la migracién del colesterol a la region apical de la cabeza espermatica. El proceso conocido como flujo
de colesterol genera una salida de éste, modulando los niveles intracelulares de calcio y bicarbonato,
ademas de producir la formacién de unas balsas lipidicas que contendran las proteinas necesarias para

la unién a la zona pelicida (ZP) y promover la reaccién acrosémica (33). Un evento posterior de accién
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de PKA en la capacitacion es el aumento en la fosforilacién de proteinas con residuos de tirosina, lo que
lleva a una modificacion de las proteinas asociadas con la fertilizacion. La hiperactivacién es un evento
dependiente de calcio, a través de unos canales especificos conocidos como CatSper, que estimulan la
motilidad propulsora requerida para la union a la ZP (34). Al entrar en contacto con la zona, los esper-
matozoides se someten a la reaccién acrosémica, otro proceso dependiente del calcio que permite la
liberacion del contenido acrosémico, compuesto por enzimas hidroliticas como la acrosinay la hialuro-
nidasa que degradan la capa de glucoproteina de la ZP (35). Esta etapa final conduce al contacto entre

el espermatozoide y el oolemma, y asi se logra la fertilizacion (36).
1.1.3.4. REGULACION NEUROENDOCRINA

El eje hipotalamo-hipofisario-testicular es el encargado de regular la funcién reproductora de los ma-
miferos, en una doble vertiente, la de asegurar la potencia sexualy la fertilidad. Constituye un complejo
mecanismo de autorregulacion (bio-feedback) cuyos objetivos principales son: producir el desarrollo

sexual, mantener la funcion sexual en el adulto y regular la funcién espermatica.

El hipotalamo, estructura cerebral integradora entre el sistema nervioso y endocrino, segrega polipép-
tidos que, cada uno de ellos, estimulan la produccion de una sola hormona hipofisaria, excepto el po-
lipéptido conocido como hormona liberadora de gonadotropinas, también denominado GnRH o LHRH,
que induce la produccion de dos hormonas en la hip&fisis, las gonadotropinas FSH y LH. La produccién
de las gonadotropinas en la adenohipéfisis responde a los pulsos de GnRH (37). Los niveles elevados y
continuos de FSH y LH produciran una retroalimentacion negativa sobre su liberacion. La accion de las

gonadotropinas se desarrolla en el testiculo al que llegan por el torrente sanguineo (38).

La secrecion de LH comienza después de la pubertad, en un principio con elevaciones nocturnas mas
notables, que se van equilibrando a lo largo del dia conforme se avanza en edad. La accion de la LH se
produce a través de los receptores situados en las células de Leydig sintetizando testosterona. Por su
parte la FSH también actuara en las células de Sertoli estimulando la produccién de otras hormonas
como la inhibina, estrégenos, activina y folistatina (39,40). La accién conjunta de testosterona y FSH
promueve la espermatogénesis, entre otras acciones necesarias como son la produccién de proteina
fijadora de andrdgenos (ABP). Los mecanismos de retroalimentacién negativa permiten un autocontrol
por parte de las sustancias secretadas por el testiculo sobre los niveles de gonadotropinas. Asi, la tes-
tosterona y en menor grado los estrogenos en el varon inhiben a dos niveles el eje gonadal, por una
parte, frenando la secrecion hipofisaria de gonadotropinasy por otra, disminuyendo los pulsos de GnRH
en el hipotdlamo. La propia espermatogénesis, a través de la inhibina, frena la produccion de FSH (23)

(Figura 4).
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Dihidrotestosterona

Espermatogénesis

Figura 4: Eje hipotdlamo-hipofisario-testicular: La secrecién de GnRH por las células nerviosas hipotaldmicas llegan a la adeno-
hipdfisis a través del sistema portal para estimular la produccion de LH y FSH. La LH actua sobre las células de Leydig testiculares
activando la produccion de testosterona. La FSH sobre las células de Sertoli de la pared tubular estimula la actividad nuclear necesa-
ria para la espermatogénesis por medio de la dihidrotestosterona, metabolito activo producido por la accién de la 5 alfa reductasa
sobre la testosterona. En las mismas células de Sertoli se produce la inhibina en relacion directa con la concentracion espermatica.
Lainhibina frena el estimulo de la FSH hipofisaria para autorregular la produccién espermdtica. (elaboracién propia Carlos Balmori).
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1.2. INFERTILIDAD

1.2.1. DEFINICION DE INFERTILIDAD

Los términos infertilidad, esterilidad e infecundidad, a menudo, se usan indistintamente, sin tener en
cuenta la definicién precisa. Ademas, las definiciones de estos términos pueden diferir sustancialmente
entre el uso demografico, médico y entre los idiomas. En 2006, el Comité Internacional para la Monitori-
zacién de las Tecnologias de Reproduccién Asistisa (ICMART por sus siglas en inglés International Com-
mitte for Monitoring Assisted Reproductive Technologies) publicé un primer glosario de 53 términos y
definiciones sobre fertilidad e infertilidad (41). En 2009, ICMART junto con la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) publicaron una versién revisada ampliada a 87 términos, que definia la infertilidad como
una enfermedad del sistema reproductivo y una mayor estandarizacion de la terminologia del trata-
miento de fertilidad (42). Fue traducida a varios idiomas, entre ellos el espafiol (43). Finalmente en 2015,
ICMART en colaboracion con las siguientes asociaciones: American Society for Reproductive Medicine
(ASRM), European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE), International Federation
of Fertility Societies (IFFS), March of Dimes (MOD), African Fertility Society (AFS), Groupe Inter-africain
d'Etude de Recherche et d’Application sur la Fertilité (GIERAF), Asian Pacific Initiative on Reproduction
(ASPIRE), Middle East Fertility Society (MEFS), Red Latinoamericana de Reproduccién Asistida (REDLA-
RA)y la International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO), realizan una revisién de la termi-

nologia, consensuando 283 términos (44).

La definicion de infertilidad segun el este glosario de términos y admitido por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) es la siguiente: “Una enfermedad caracterizada por la imposibilidad de establecer un
embarazo clinico después de 12 meses de relaciones sexuales regulares sin proteccién o debido a un
deterioro de la capacidad de una persona para reproducirse como individuo o con su pareja. Las inter-
venciones de fertilidad pueden iniciarse en menos de 1 afio segln los antecedentes médicos, sexuales
y reproductivos, la edad, los hallazgos fisicos y las pruebas de diagnostico. La infertilidad es una enfer-

medad, que genera discapacidad como un deterioro de la funcidn” (44).

1.2.2. INFERTILIDAD MASCULINA

1.2.2.1 Concepto
Realmente no hay una definicién de lo que se considera infertilidad masculina.

Hoy en dia se considera que un varén es infértil si el estudio de la pareja es rigurosamente normaly la
calidad del seminograma no se ajusta a lo que estadisticamente se considera como normal segin la OMS
(45). No obstante, se estan buscando otros pardmetros, como puede ser la fragmentacion del DNA de

espermatozoides, que puedan explicar cdmo el factor masculino estd causando infertilidad (46) (Tablal).
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Tabla 1. Criterios de interpretacion del seminograma segun WHO y la denominacién de los hallazgos pato-

légicos.
PARAMETRO VALORES DENOMINACION
Normal Normozoospermia
Alto Polizoospermia
C 220 . . .
Concentracion (M/ml) pe—— Bajo Oligozoospermia
Ausencia Azoospermia
Ausencia en frescoy ; .
presencia en sedimento Criptozoospermia
>40 . . .
Recuento total (M/eyaculado) ~39 Bajo Oligozoospermia
Motilidad A+B (%)
PR (%) Baja Astenozoospermia
PR+NP (%)
Morfologia (% normales) Baja Teratozoospermia
Aglutinacion (%) <10
. Leucos, Leucocito o
Leucocitos(M/ml) <1 Elevado Piospermia

(* OMS 1987; ** OMS 1992, *** Kruger (Tygerberg) Criterios estrictos OMS 1999, **** OMS 2010)

1.2.2.2. Prevalencia

La infertilidad afecta a casi una de cada cinco parejas en edad reproductiva, supone entre un 8 y 12%
de éstas (47). En 2002 més de 186 millones de mujeres en edad reproductiva (de 15 a 49 afos) en los
paises en desarrollo (excluyendo China) presentaba infertilidad primaria o secundaria (48). En Espafa
se hacia una estimacién para el afio 2020 de una probabilidad de problemas de infertilidad entre un 18
y 25% de las parejas en edad fértil, lo que supone 18.500 nuevos casos/afio (49). No hay datos oficiales
publicados sobre cual ha sido realmente el porcentaje, pero encuestas en diversos centros de reproduc-

cién estiman que en 2020 ha sido de 1 de cada 4 parejas.

Sharlip (2002), estimé que la infertilidad masculina, como Unica causa de los problemas de fertilidad
de una pareja, estd entorno al 20-30% (50). Entre un 20-70% de las parejas infértiles tienen un factor
combinado como causa (51). Sin embargo, la estimacion corregida segun la distribucién geografica varia

entre el 2,5-12%. Las tasas de infertilidad son mas altas en Africa y Europa central y oriental. Ademas,
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segln una variedad de fuentes, las tasas de infertilidad masculina en América del Norte, Australia y

Europa central y oriental variaron entre 4°5- 6%, 9% y 8-12%, respectivamente (51).

El estudio de la prevalencia de la infertilidad masculina estd, probablemente, subestimado. Ello puede
ser debido a que los estudios se hacen generalmente sobre varones de parejas que acuden a una clinica
de reproduccion. Dependiendo de las caracteristicas demograficas, econémicas e incluso de la disponibi-
lidad de un especialista en fertilidad masculina, los hombres estaran en condiciones de realizarse, o no,

un estudio de su capacidad fértil lo que conllevara un gran nimero de varones no diagnosticados (52).
1.2.2.3. Etiologia

Sigue siendo muy complicado obtener datos sobre infertilidad masculina ya que no existen unas bases
de datos que relnan el consenso de toda la comunidad cientifica. Tampoco son tan extensas las pu-
blicaciones sobre el factor masculino en fertilidad comparado con el femenino (53). Por eso, la Unica
referencia cuantitativa sobre las etiologias de la infertilidad masculing, la encontramos en las Guias de

la Asociacion Europea de Urologia (54).

Las causas de infertilidad masculina conocida, como son los casos de hipogonadismos primarios, altera-
ciones genéticas (XXY, XX), cirugias hipofisarias o testiculares, etc se sitGan en un 27,4%. Las de origen
probable como las debidas a varicocele, criptorquidia, anticuerpos antiespermatozoides suponen el

42,6%. Por Gltimo, las idiopaticas o de causa desconocida se estiman en un 30% (54).

En estas infertilidades idiopaticas, los estudios basicos del varon infértil, como la historia clinica, la
exploracion fisica o el seminograma no son suficientes para llegar a un diagnostico etioldgico del pro-
blema (55). Con el fin de encontrar los origenes de este tipo de infertilidades se han abierto multiples

wz

campos de investigacién en lo que se han denominado “6émicas”. La genémica, epigenémica, trans-
criptémica y protedmica de la espermatogénesis puede aportar datos susceptibles de ser usados para
el diagnoéstico, prondstico y tratamiento de la infertilidad masculina (56). Otras causas de infertilidad

pueden estar basadas en los trastornos moleculares como la longitud telomérica.

1.2.3. EFECTOS EN LA REPRODUCCION ASISTIDA

Hasta los Ultimos afios, la mayoria de los tratamientos de infertilidad por un factor masculino, esta-
blecidos en las clinicas de fertilidad no van encaminados a lograr una mejoria sustancial de la calidad
seminal que permitiera la fecundacién de una forma natural, sino a establecer cual de las tres técnicas
bésicas de la reproduccion asistida, que son la inseminacidn, la fecundacion in vitro (FIV) y la inyeccion
intracitoplasmatica (ICSI), es la mas adecuada para el defecto de la calidad seminal (57). En el caso de
que exista una disminucion de la movilidad y una concentracion espermatica de entre 0,8 a 5x 106, si
fallan entre 3 a 6 intentos de una inseminacion artificial, se puede intentar una FIV. Si la concentracién,

motilidad o calidad espermética es extremadamente deficiente, se hace necesario utilizar un ICSI (58).
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La necesidad de seguir mejorando los resultados de las técnicas de reproduccion asistida ha llevado
a un estudio mas exhaustivo del factor masculino. Mdltiples estudios estan relacionando la fertilidad
masculina con enfermedades autoinmunes, oncolégicas, cardiovasculares y otras patologias crénicas.
No se conocen con certeza los mecanismos fisiopatoldégicos comunes a estas patologias vy la fertilidad,

pero se barajan factores genéticos, de desarrollo y de estilos de vida (59).

Se postulan una bateria de abordajes para tratar los problemas de la infertilidad masculina como son los
cambios en el estilo de vida, el tratamiento quirurgico del varicocele, el uso de antioxidantes, la correc-
cién o modificacion de medicaciones que tome el paciente y que puedan interferir en la calidad seminal o

la recuperacién espermatica mediante biopsia testicular (TESE) o micro biopsia testicular (MicroTESE) (60).

1.2.4. PRESERVACION DE LA FERTILIDAD

En los casos en que la viabilidad futura de los espermatozoides de un varén esté en riesgo debido al
padecimiento de una enfermedad o los tratamientos a los que deba someterse, es necesario utilizar
procedimientos que nos permitan conservar la capacidad reproductiva. El ejemplo mas claro lo tene-
mos en los pacientes que sufren cancer testicular en los que la extirpacion del propio 6rgano puede
mermar sus posibilidades genésicas e incluso todavia pueden verse mas mermadas por la utilizacién de

quimio o radioterapia.

A continuacion, se enumeran las distintas posibilidades que hoy en dia se utilizan, tan sélo la criopreser-

vacion espermatica es una posibilidad real y efectiva, siendo el resto objeto de estudio y controversia:

Criopreservacion espermatica: Es la técnica mas sencilla y ampliamente utilizada en paciente adoles-
centes y adultos. S6lo un 24% de los pacientes tiene semen criopreservado antes de su tratamiento
oncolégico, bien por no haber sido informado o por ausencia de espermatozoides en el eyaculado. En
algunos de los pacientes azoospérmicos la realizacion de una biopsia testicular permite obtener esper-

matozoides para la criopreservacién (61).

Un caso particular es el de la recuperacién espermatica mediante biopsia de un testiculo afectado
por tumor. Se denomina OncoTESE (Oncological testicular Sperm Extraction) y consiste en realizar una
busqueda de espermatozoides en el tejido que circunda al tumor, bien en casos de tumorectomia o en

casos de orquiectomia total (62).

Criopreservacion de tejido testicular humano: Debido a que los nifios prepuberes no pueden generar
esperma, un enfoque alternativo potencial para preservar su fertilidad implica la criopreservacion de
su tejido testicular. Este enfoque también es apropiado para pacientes adolescentes y adultos que ya
son azoospérmicos en el momento del diagnostico de cancer o después de la quimio o radioterapia. Las
células testiculares se pueden criopreservar como suspension celular o en forma de tejido. El método
6ptimo de almacenamiento aln no estd claro (63). Sin embargo, la criopreservacion de tejido testicu-

lar brinda la opcién futura de usarlo tanto para tejido (como injerto testicular o cultivo de érganos)
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como para terapia celular (como trasplante de células germinales y maduracion in vitro), mientras que
la criopreservacion de suspensién de células testiculares puede ser utilizado en el futuro solo para te-
rapia celular. Ademas, la criopreservacion del tejido testicular mantendra el nicho de microambiente de
las células madre de las espermatogonias (SSC), principalmente las células sométicas, Sertoli, Leydig y
las células peritubulares, lo que puede aumentar la viabilidad y funcionalidad de las SSC después de la

descongelacion del tejido en comparacion con las células criopreservadas descongeladas (64).

Trasplante de células germinales: Esta tecnologia fue desarrollada por Brinster y sus colaboradores
en 1994. Incluye la inyeccién (trasplante) de células germinales testiculares aisladas de ratones trans-
génicos lacZ en los tubulos seminiferos de ratones infértiles. Después de unos meses, se desarrollo la
espermatogénesis y los ratones se volvieron fértiles (65). La principal limitacion de esta tecnologia en
humanos es la posible contaminacion de las células testiculares con células cancerosas que pueden
reintroducir la malignidad en el paciente después de la recuperacién. Hoy en dia, no existe un método
preciso y seguro que aisle SSC puros de los testiculos de los pacientes, ademas de la muy pequena can-

tidad de biopsia testicular que podria usarse, contiene un nimero muy pequefio de estas células (66).

Autoinjerto 6 xenoinjerto de tejido testicular: El uso de tejido testicular para inducir a las espermato-
gonias del donante a completar la espermatogénesis in vivo o in vitro (cultivo de érganos) se basa en la
disponibilidad de las células somaticas para permitir el desarrollo adecuado de la SSC. El xenoinjerto
de tejido testicular se realizd con éxito en ratones inmunodeficientes utilizando tejido testicular de
diferentes especies, que se injerté debajo de la piel, produciendo una espermatogénesis completa (67).
Cabe sefalar que los xenoinjertos testiculares en ratones pueden conducir a la transmisién de virus a la
linea germinal humana. Ademas, los autoinjertos testiculares en pacientes humanos con cancer tienen
la limitacién de producir, posiblemente, un resembrando de células malignas, promoviendo la recurren-

cia del céncer. Sin embargo, esta tecnologia podria considerarse en pacientes sin cancer (68).

Xenoinjerto de células testiculares: En comparacién con el xenoinjerto de tejido testicular, esta técni-
ca puede permitir una mayor exposicion de las células testiculares al nuevo entorno. El xenotrasplante
de células testiculares (una combinacion de células soméaticas y germinales en diferentes porcentajes)
de lechones (debajo de la piel de ratones desnudos) condujo al desarrollo de espermatogénesis com-
pleta (después de 30 semanas), incluida la generacién de espermatozoides (en el 10% de los tlbulos

seminiferos formados) (69).

Cultivo de 6rganos: El desarrollo de la espermatogénesis utilizando cultivo de érganos para pasar a las
etapas meiobticas se realiz6 en el pasado sin éxito. Sin embargo, Sato y colaboradores, en 2011, logré
inducir el desarrollo de espermatozoides fértiles utilizando un cultivo in vitro de pequefos fragmentos
(alrededor de 3 mm) de tejido testicular de ratones inmaduros (70). La aplicacién exitosa de este siste-
ma utilizando tejido testicular humano podria evitar el autotrasplante testicular para generar esperma-
tozoides y la posibilidad de reintroducir células cancerosas en pacientes curados. Sin embargo, no hay

informacion del uso de esta técnica en humanos.
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Cultivo in vitro de SSC: Varias técnicas se han descrito: Sitemas de cultivo biy tridemensionales, es-
tructuras de bioimpresoras en 3D, "organoides” testiculares, sistema de microfluidos y tecnologia Or-

gan-on-Chip (68).

Induccién de células madre pluripotentes: El desarrollo de células madre pluripotentes inducidas
(iPSC) a partir de células somaticas es posible mediante su transfeccién con una combinacién de fac-
tores de transcripcién (71). Uno de los enfoques para la preservacion de la fertilidad masculina incluye
el desarrollo de iPSC generadas a partir de células somaticas, como fibroblastos dérmicos, células san-

guineas o queratinocitos, desde pacientes infértiles hasta células germinales primordiales (PGC) (72).

1.3. TELOMEROS

1.3.1. ESTRUCTURA Y FUNCION

Hacia finales de los afios 30 vy principios de los 40, Herman Muller que trabajaba con la mosca (Droso-
phila melanogaster)y Barbara McClintock con el maiz (Zea mays) llegaron a la misma conclusién: existian
unas estructuras en los extremos de los cromosomas que les conferian estabilidad, impedian la fusién
entre si, y ayudaban a la célula a distinguir entre las rupturas de doble cadena de DNA, que necesitan
ser fusionadas para mantener la estabilidad gendmica y los extremos de los cromosomas, que no deben
unirse a nada (73). Dichas estructuras recibieron el nombre de telémeros, cuyo origen etimologico

proviene del griego “telos” final y "meros” parte.

Los teldmeros son estructuras nucleoprotecas localizadas en los extremos de los cromosomas. Su pri-
mera secuencia fue descrita en Tetrahymena por Blackburn y Gall en 1978. La secuencia de los telome-
ros humanos, descrita por Moyzis (1988) consiste en repeticiones de ADN ricos en bases de Guanina(Q)
aunqgue también combinadas con otras bases nitrogenadas, Tiamina (T) y Adenina (A) de la siguiente

forma TTAGGG y una longitud de entre 5y 15 Kb (74).

El extremo final del telémero es una cadena de ADN simple rica en G, denominada Cola-G (G tail) que
con una longitud de 75-500 bp es capaz de invadir la zona de doble cadena de ADN formando un lazo el
lazo D (del inglés “displacement loop”, que genera un lazo mas grande llamado el lazo T (telomere loop)
(75). ELADN telomérico esta protegido gracias a la unién de un complejo de proteinas de seis unidades
lamado Shelterina. De las seis subunidades proteicas, tres se unen directamente al ADN, TRF1y TRF2,
se unen a la hebra doble, y POT1 se une a la hebra de cadena sencilla, TIN2 y TPP1 estdn interconectan-

do las proteinas que se unen al ADN y Rap1 estd unida a TRF2 (76) (Figura 5).

Los telémeros, a su vez tienen un efecto estabilizador del genoma ante agresiones genéticas. Influyen

en los procesos de reparacién de ADN que son esenciales para la integridad genémica (77).
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Figura 5: Esquema de telémero y su complejo protector, shelterina (Elaboracién propia Carlos Balmori)

1.3.2. SHELTERINA

La shelterina “esconde” los telémeros de la maquinaria celular de reparacién del dafio al ADN (DDR)
y de las rutas de reparacion de las rupturas de doble cadena del ADN. Los mecanismos por los que la
shelterina bloquea estas vias siguen en estudio, aunque se empiezan a conocer algunos de estos me-

canismos. Lo conocido hasta ahora es que, la shelterina:

a. Evita la activacion de tres enzimas de respuesta al danio de ADN: la quinasa ataxia telangiecta-
sia-mutada (ATM), la quinasa ataxia telangiectasia relacionada con Rad3 (ATR) y la poliADP-ribosa

polimerasa 1 (PARP1).

b. Bloquea las tres vias de reparacion de dafio de doble cadena: la recombinacién homoélogos cla-
sica (c-NHEJ), la recombinacién no homélogos alternativa (alt)-NHEJ y reparacion dirigida por

homologia (HDR).
c. Previene la hiperreseccion de los telémeros.
Se ha avanzado en el conocimiento del papel que juega la shelterina en el mantenimiento del extremo
3" de cadena sencilla, sobre la forma y protecciéon del lazo T, que es importante para la integridad de

los cromosomas y sobre la replicacion segura a través de los telémeros, evitando que se formen frag-

mentos de ADN fragiles que son propensos a romperse. Cada subunidad individual de la shelterina se
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dedica a funciones especificas de proteccion del extremo final (78).

Entre las shelterinas, cabe destacar que TRF1 (telomeric Repeat Binding Factor 1) que es de 50.2 KDa
en humanos (79)y se une de manera especifica a la hebra de ADN de doble cadena formando un homo-
dimero (80). TRF1 estd implicado en la proteccidén telomérica para que no haya fusiones entre cromo-
somas (81) y en facilitar la replicacién de los telémeros, ya que cuando TRF1 se elimina en las células,
la horquilla de replicacién de los teldmeros permanece bloqueada (81) y se generan sitios fragiles en
la cromatina (82). Desde el punto de vista del organismo, TRF1 es esencial para la formacién del orga-
nismo. De hecho, la delecién de este gen conduce a la apoptosis en el estadio de blastocisto (83). La
delecion condicional del gen que codifica TRF1 en tejidos epiteliales demuestras su implicacion en la
regeneracion de los tejidos (82) y en la funcion de las células madre adultas (84). Los niveles de la pro-
teina TRF1 decrecen con la edad, la terapia génica con TRF1 en ratones mejoraba su manera de enveje-
cer (85). Hay que tener en cuenta que debido a distintos polimorformismos del gen para TRF1 estos se

pueden asociar o no a telémeros mas cortos (86).

1.3.3. LIMITE DE HAYFLICK

La divisidn celular es el mecanismo por el que los seres pluricelulares crecen desarrollando y mantenien-
do sus tejidos. Sin embargo, el denominado limite de Hayflick determina que esas divisiones son limitadas
y eso conlleva la muerte celular (87). EL denominado “problema de la replicacién de los extremos de ADN”
descrito por Olovnikov explica el fenémeno del limite de Hayflick, ya que los cromosomas lineales de los
organismos eucariotes son incapaces de replicar sus extremos (88). Esto va a provocar un acortamiento
progresivo de las cadenas de ADN teloméricas en cada division celular. Por tanto, la edad y otros factores
como la accién de las nucleasas o la de la exposicion a especies libres de oxigeno (ROS) produciran un
acortamiento de los telémeros, que, por debajo de una longitud critica, elimina la capacidad protectora
de los teldmeros, produciéndose fusidnes entre los extremos de los cromosomas, la detencién del ciclo

celular, desestabilizacién celular y finalmente, deterioro de los tejidos y apoptosis celular (89).

1.3.4. TELOMERASA. ESTRUCTURA Y FUNCION

El problema de la replicacion terminal se resuelve con la enzima telomerasa. La telomerasa es una ADN
polimerasa dependiente del ARN, es decir, puede producir ADN usando ARN como molde (90,91). La te-
lomerasa se compone de una subunidad catalitica con actividad transcriptasa inversa (Tert), un compo-
nente de ARN (Terc) que actiia como molde para la sintesis de ADN y varias proteinas accesorias, entre
ellas la proteina disquerina (Dkcl), que se une y estabiliza el Terc (92). La telomerasa se activa durante
la embriogénesis, en la transicién de moérula a blastocisto (93), encontrandose los telémeros més largos
en la masa celular interna del blastocisto (94,95). En este punto se establece la longitud telomérica de
cada individuo (93). La mayoria de las células del cuerpo tienen silenciada la actividad telomerasa (96).

En los tejidos adultos humanos de alto potencial regenerativo como la médula 6sea, la piel y el tracto
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intestinal, igual forma que los linfocitos activados (97,98) se sigue expresando actividad telomerasa en
las células madre adultas. Esta actividad telomerasa es suficiente como para mantener los teldmeros de
las células madre mas largos que los de las células somaticas, pero aun asi, los telémeros de las células
madre adultas también se acortan con el tiempo (99). Esto que en principiopodria parecer una desven-
taja para el organismo, es una proteccién frente al cancer (100), dado que mas del 85% de lsa células
tumorales reactivan la telomerasa. Ademas de las células cancerosas, las células madre embrionarias 'y

las células de la linea germinal tienen actividad telomerasa (100-102).

1.4. DISFUNCION DE LOS TELOMEROS

1.4.1. TELOMEROS ENVEJECIMIENTO Y ENFERMEDAD

Con la edad se produce un acortamiento en la longitud telomérica (LT), que se puede detectar en diver-
sas células somaticas, por eso la longitud telomérica es considerada como un buen biomarcador de edad
(100). De hecho, el acortamiento telomérico con la edad esté relacionado con enfermedades asociadas al
envejecimiento como arteriosclerosis, hipertension, diabetes, enfermedad de Parkinson o de Alzheimer
(103). La longitud teloméricay la tasa de acortamiento telomérico esta genéticamente establecida gené-
ticamente en cada especie. En humanos los teldmeros de acortan a un ritmo de 70 pares de bases al afio
(104). Hay mucha variabilidad entre individuos. Las personas que tienen una longitud telomérica inferior
a la media tienen mas posibilidades de sufrir enfermedades asociadas al envejecimiento. De hecho,
cuando hay mutaciones en genes relacionados con la telomerasa aparece un acortamiento acelerado de
los telémeros, con dificultades para mantener la homeostasis de los tejidos y esto da lugar a enfermeda-

des severas como la disqueratosis congénita, la anemia aplastica y fibrosis pulmonar (105,106).

Sin embargo, en otro tipo de enfermedades como el cancer se produce un fenomeno diferente, la telome-
rasa se activa manteniendo una minima longitud telomérica que permite a las células dividirse indefini-
damente,, por tanto, se produce la inmortalizacion de las células (100). Algunas células tumorales alargan
sus telémeros sin activar la telomerasa, mediante la via ALT (alargamiento alternativo de los telémeros)
que implica recombinacién o intercambio de cromatidas hermanas (107). Las rutas implicadas en la re-
gulacion y el mantenimiento de los teldmeros son criticos para prevenir enfermedades, incluyendo el
cancery para evitar el deterioro celular (108,109). Este mantenimiento telomérico es mas efectivo en las
células que expresan telomerasa, como en las células germinales (110,111). La buisqueda de inhibidores
de la telomerasa o de inhibidores de las shelterinas para evitar el desarrollo tumoral, pero que a la vez

no produzcan un deterioro de las células sanas, serd uno de los grandes avances contra el cancer (100).

También se han relacionado altos niveles de estrés psicosocial con un acortamiento de los telémeros
y trastornos inmunolégicos. como el estudio llevado a cabo por Demajanovic y colaboradores (2007)

sobre familiares que cuidan durante largo tiempo de pacientes con enfermedad de Alzheimer (112).
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La depresiény el dolor pueden ser otros factores determinantes del acortamiento teloméro (113,114).

Por otra parte, es posible reducir la erosidn de los telomeros con el ejercicio fisico y esto tiene efectos
beneficiosos retrasando ciertos sintomas del envejecimiento, como es la densidad mineral 6sea (115).

Otro factor protector sobre la integridad de los telémeros es la dieta mediterranea (116).

1.4.2. TELOMEROS E INFERTILIDAD MASCULINA
1.4.2.1. TELOMEROS Y ESPERMATOZOIDES

Las células de las series germinales, entre ellas los espermatozoides, presentan unos teldbmeros mas
largos (10 a 20Kb) (117) y no parecen sufrir el acortamiento que tiene lugar en las células somaticas
con la edad (118), Las células madre germinales presentan actividad telomerasa, pero al dividirse y
diferenciarse, se pierde la actividad telomerasa, de modo que los espermatozoides ya no presentan
dicha actividad (110,111). Esta actividad podria ser mayor en los testiculos de hombres con més edad y
explicaria por qué los telémeros son mas largos que los de individuos jovenes, lo cual descartaria que
hubiera una modificacion en la regulacion de la longitud telomérica durante la espermatogénesis (119).
Hay autores que niegan ese tedrico “rejuvenecimiento” de los testiculos del hombre de mas edad y
ademas muestran que el alargamiento telomérico en esperma de dichos varones se debe a la via ALT, en
lugar de a un aumento de telomerasa (120). Otros abogan por una erosién transgeneracional progresiva
de los teldbmeros en las series germinales que podria incluso producirse por una influencia de la serie
germinal femenina (121-123). Lo cierto es que aln hacen falta mas estudios para entender el porqué
de este alargamiento telomérico de los espermatozoides con la edad y sus consecuencias para la des-

cendencia, que también suscitan mucha controversia entre los investigadores.
1.4.2.2. LONGITUD TELOMERICA Y HERENCIA

Teniendo en cuenta que la descendencia recibe la mitad de su carga cromosémica del espermatozoide,
pareceria légico pensar que la longitud de los telémeros paternos tendria influencia en la LT de las
células del nuevo individuo. Esta hipotesis se ha visto en numerosos estudios donde se observa que la
longitud mayor de los telomeros de los espermatozoides de padres de mas edad repercute en que la
descendencia posea células con mayor LT (124,125). Sin embargo, no parece que la LT materna tenga in-
fluencia en la LT de la descendencia (126) dado que los ovocitos permanecen estancados en meiosis du-
rante décadas, y expuestos a diversos factores que acortan los telomeros, como las especies reactivas
de oxigeno (127). La edad paterna de la concepcion (EPC) tiene por tanto una importancia fundamental
en la LT de su descendencia, siendo mas evidente en algunas especies animales como los primates,
aunque también podria influir la mayor tasa de produccién espermatica (128,129). Comparando la LT de
los ovocitos y espermatozoides progenitores con los cigotos y embriones de dos células generados, se
evidencia una dependencia clara de los espermatozoides, independientemente de los niveles de telo-

merasa (130). La mayoria de los estudios confirman que, si existe una relacién positiva entre LT y sexo
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femenino, los telémeros son mas largos en promedio que el de los hombres, sin embargo, se barajan
teorias como la exposicion a estrégenos o una menor exposicién a los radicales libres como explicacion

a este hecho (131).
1.4.2.1. IMPLICACIONES SOBRE LA FERTILIDAD MASCULINA

Se han realizado numerosos estudios sobre las relaciones entre los telomeros y la fertilidad masculina.
Asi, el efecto estabilizador del genoma se puede ver afectado por diversos agentes genotdxicos como
pueden ser los quimioterapicos, éstos reducen la LT de las lineas de células germinales masculinas
que posteriormente se traduciria en alteraciones testiculares y de los parametros del seminograma
incluyendo integridad del ADN espermatico y problemas con la descendencia (132). En poblaciones
de pacientes infértiles se encuentran espermatozoides con LT mas corta que en los fértiles, pero dicho
acortamiento no se correlaciona ni con la concentracion, movilidad o morfologia espermatica ni con los
indices de fragmentacion de DNA de los espermatozoides (IFD) (133). El acortamiento de los telomeros
en los pacientes infértiles si tiene relacién con el ARN que contiene repeticiones teloméricas (TERRA) y
con los niveles, medidos a través de la subunidad catalitica transcriptasa inversa (TERT), de la telome-
rasa, aunque las relaciones entre TERRA y TERT no varfan (134). Estos datos y otros parecen indicar que
tanto la LT como los niveles de telomerasa pueden ser unos biomarcadores sobre la fertilidad masculi-

na, estando relacionados con la concentracion y movilidad espermética, asi como con los IFD (135-137).

La calidad de los embriones y embriones transferibles tienen una relacién con la LT de los espermatozoi-
des (LTE), pero las tasas de embarazo no se ven afectadas (138). El deterioro de la capacidad reproductiva
del hombre de edad avanzada viene de terminado por multiples factores como son el declive hormonal,
el estrés oxidativo, las enfermedades inflamatorias e inmunitarias, las disfunciones sexuales, la inestabi-

lidad del genoma, las alteraciones dietéticas, del estilo de vida y el acortamiento de los teldémeros (139).

Hemos visto que una presencia de LTE mayor puede tener efectos beneficiosos en la fertilidad, por tanto,
la utilizaciéon de espermatozoides con una LT mayor en una técnica de reproduccién asistida (TRA) podria
ser una manera de solventar algunos casos de infertilidad. Las técnicas de swim up y de gradiente de
densidad obtienen espermatozoides con mayor LT y menor IFD sin diferencias significativas entre ambas

lo que tedricamente permitiria seleccionar espermatozoides de mejor calidad para una TRA (140).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE TRABAJO

Desafortunadamente, nos encontramos con casi un tercio de las infertilidades de origen masculino sin
origen conocido. Es necesario, por tanto, realizar estudios en este campo de manera que nos permitan
llegar a conocer la etiologia de la infertilidad y asi valorar sus posibilidades de resolucion o la capaci-

dad reproductiva de ese individuo.

Actualmente se estan realizando estudios dentro de los campos de la gendmica, protedmica, metabo-
lébmicay transcriptémica con el fin de delimitar qué varones pueden o no tener problemas de fertilidad,

incluso con seminogramas aparentemente en rangos de normalidad.

En estos estudios, se hace referencia a unas estructuras de los cromosomas eucariéticos denominadas

telomeros, cuya longitud se ha relacionado con el envejecimiento celular.

En las células somaticas existe un acortamiento de la longitud de los telémeros (LT) a lo largo de la vida
delindividuo, sin embargo, en las células germinales masculinas, los espermatozoides alargan la LT con
la edad. No existen estudios que determinen si existen relaciones entre ambas longitudes y si en los

casos de infertilidad los parametros teloméricos estan alterados.

Poder determinar con un marcador biolégico, en este caso, cualquiera de los multiples elementos del
complejo telomérico como longitud de telémeros, componentes del complejo de shelterinas, telome-
rasa, etc., el potencial reproductivo de un individuo, podria ser un método sencillo que lleve a tomar
decisiones razonadas a la hora de aplicar tratamientos dentro de las técnicas de reproduccidn asistida

o incluso desaconsejar la utilizacién de los propios gametos de ese progenitor.

El objetivo principal del proyecto es estudiar la implicacién de la ruta telomérica en la infertilidad
masculina para encontrar biomarcadores no invasivos de infertilidad. Para ello se llevaran a cabo los

siguientes objetivos especificos:

1. Realizar un analisis de la LT en sangre y espermatozoides en varones que presenten normozoos-

permia (N) y los que muestren un seminograma con oligoastenozoospermia (OAZ).
2. Evaluar la acumulacion de Telémeros Cortos (TC) en los grupos citados anteriormente.

3. Realizar un estudio de la proteccion de los telomeros en los grupos citados anteriormente, anali-

zando la cantidad de Shelterinas presentes en las muestras de estas personas.

4. Estudiar los parametros de fertilidad de las parejas mayores de 40 afios que participen en ovodo-

nacion, para evitar el factor femenino y poder analizar Unicamente el factor masculino.

5. Estudiar la correlacion entre la longitud telomérica de la sangre y del esperma vy los parametros
de fertilidad para entender como afecta el farctor masculino en la fertilidad y el desarrollo em-

brionario temprano.
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MATERIAL Y METODOS

Diseno y Poblacion:

Estudio prospectivo de casos-control. Para realizarlo se seleccionaron varones de dos grupos de eda-
des, por un lado, menores o iguales a 25 afnos y, por otro lado, mayores o iguales a 40 afos. En estos
grupos de edad se puede estudiar el efecto de la edad en los parametros teloméricos y como éstos

influyen en la fertilidad. Se tomo6 como controles a las personas jévenes normozoospérmicas.
Criterios de inclusion/exclusion:

Criterios de inclusion:

Varones de edad menor o igual a 25 afios que acudan a IVl Madrid bien como donantes de semen o en
el contexto del estudio por infertilidad de una pareja y que presenten seminogramas con normozoos-

permia, oligozoospermia u oligostenozoospermia.

Varones de edad mayor o igual a 40 anos que acudan a IVl Madrid o bien para conservacion de semen
previo a una vasectomia o en el contexto del estudio por infertilidad de una pareja y que presenten

seminogramas con normozoospermia, oligozoospermia u oligoastenozoospermia.
Criterios de exclusion:

Varones que hubieran sufrido cualquier enfermedad aguda en los tres meses anteriores a su inclusion

en el estudio.
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Varones que presenten cualquier enfermedad crénica o alteracion genética conocida.

Tamaino muestral:

Para este estudio se reclut6 una cohorte de 80 varones distribuidos en los siguientes grupos:
* 20 pacientes con edad menor o igual a 25 afios con normozoospermia (NZ).
* 20 pacientes con edad menor o igual a 25 anos con oligozoospermia u oligoastenozoospermia
(OAZ).
* 20 pacientes con edad mayor o igual a 40 anos NZ.

* 20 pacientes con edad mayor o igual a 40 anos OAZ.

Los pacientes fueron reclutados en IVl Madrid. A todos ellos se les realizé una historia clinica y explo-
racion fisica para determinar posibles origenes de una infertilidad, siendo motivo de rechazo en la

inclusion para el estudio la presencia de una causa objetivable.

Todos los participantes fueron informados del estudio y éste no comenzé hasta que fue aprobado por
un comité ético de investigacion Médica.

Disefo y descripcidn de intervenciones:

Para realizar este estudio s6lo se realizaron dos intervenciones: extraccion de sangre y de esperma.
Ademas, a los participantes se les realizd una historia clinica y una exploracion fisica.

Recogida de muestras biolégicas:

1. Recolecciéon de muestras

A los varones del estudio se les recogieron las siguientes muestras:
* Se extrajeron 15 ml de sangre periférica en tubos con EDTA, el dia del seminograma.

* Se recogieron muestra de semen segln recomendaciones WHO para analisis de semen.

Todas las muestras recogidas fueron conservadas y analizadas en Fundacién IVI-IVI Madrid y en la Uni-
versidad Rey Juan Carlos y almacenadas en el laboratorio de Investigacion de la Fundacion IVl en la
Universidad Rey Juan Carlos para estudios relacionados con la ruta de los telomeros, una vez termina-
dos este trabajo. EL Dr. Carlos Balmori es la persona responsable de la guarda, custodia y conservaciéon

de las muestras biologicas.

Dichas muestras fueron codificadas, anonimizadas y solo el médico del estudio/colaboradores pudieron

relacionar los resultados con los pacientes.
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2. Método de obtencion y conservacion de las muestras.

Las muestras de sangre (15ml) se extrajeron de la vena cercana al codo. Los experimentos con la sangre
se realizaron previa eliminacion de los eritrocitos, que no tienen nucleo. Para ello se realizd un gradien-
te de ficoll (Histopaque, Sigma) y el resto de las células sanguineas fueron congeladas a -80°C hasta que

se dispuso de todas las muestras para hacer el andlisis comparativo.

Las muestras de semen. Se obtuvieron mediante autoestimulacion genital en las salas destinadas a tal
efecto en la Clinica IVl Madrid. El participante en el estudio debié guardar entre 3y 5 dias de abstinencia.
La muestra se recogi6 en frasco estéril de plastico con tapon de rosca. Una parte de la muestra fue con-
gelada a -80°C para realizar medidas de actividad telomerasa y expresidén génica. Otra parte fue fijada

para estudiar la longitud telomérica del semen producido y la proteccion de los telémeros (shelterinas).

Variables de estudio
Variables teloméricas:

Las variables principales de este trabajo son la longitud telomérica y la acumulacion de telomeros
cortos en las células, que ha sido medida en sangre y semen. asi como la proteccién telomérica, Otra

variable por medir serfa la expresion del RNA mensajero de la telomerasa.

La longitud telomérica, acumulacion de telémeros cortos en las células y TERRAs. Estas variables se
analizaron por el método de hibridacion in situ con fluorescencia cuantitativa. La LT de la sangre y de
los espermatozoides se midié por el método de hibridacién in situ con fluorescencia cuantitativa a gran
escala o HT Q-FISH, desarrollado en el laboratorio de la Dra. M. Blasco Para ello se fijaron los esperma-
tozoides y las células de la sangre en placas de 96 pocillos. EL ADN telomérico se desnaturalizé a 85°C
y se hibrid6 con una sonda de 18 nucledtidos que contiene tres repeticiones teloméricas y que esta
marcada en un extremo con CY3. Después se realizaron lavados intensos para eliminar la sonda unida
de manera inespecifica. Para la cuantificacion de la sefial se obtuvieron 40 imagenes de cada muestra
con un microscopio confocal Perkin-Elmer), tanto el canal del CY3 (sefal telomérica) como el canal del
DAPI (4°,6-Diamidine-2"-phenylindole dihydrochloride) que tifie los nlcleos celulares. Las imagenes se
analizaron con el programa Acapella. Primero el programa define el contorno de los ndcleos celulares.
Después, encuentra las sefales de los telémeros y calcula la intensidad de fluorescencia de CY3 (telo-
meros). La informacion se exporta como “el valor medio de intensidad de CY3 de cada sefial teloméri-
ca". En el caso de los espermatozoides se exporté la sefal telomérica de CY3 por nucleo”. El programa

exporta los datos de intensidad en una hoja Excel.

El método tiene un limite de detecciéon muy bajo (repeticiones teloméricas <0.1 kb) lo que permite la de-
tecciéon de telémeros criticamente cortos, partiendo de 1 o 2 millones de células. Los valores de fluores-

cencia se pueden convertir a Kb utilizando lineas celulares cuya longitud telomérica es conociday estable.
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Medida de la proteccion telomérica. Por un lado, se realiz6 inmunofluorescencia utilizando los anti-
cuerpos contra TRF1. Primero se permeabilizaron las células con 0,5% de Tritén X-100 a temperatura
ambiente durante 1h. Se bloquedé con tampén fosfato salino (PBS) conteniendo 5% de albimina de
suero bovino (BSA) durante 1h a temperatura ambiente y después se afiadi6 el anticuerpo anti TRF1
(que marca los telémeros) durante 1h, a 37°C. El exceso de anticuerpo primario se lavé con PBS y 0,1%
Tween-20, durante 10 minutos a temperatura ambiente vy, este paso, se repitio tres veces mas. Después
se anadieron los anticuerpos secundarios marcados con fluor6foros durante 45 minutos a 37°C y se
lavan otra vez como se describid anteriormente. Al final se afiadié DAPI y se realizé la adquisicidn de

imagenes usando un microscopio confocal (Leica SP5).
Se calculd la intensidad de la sefial producida por estos dos anticuerpos utilizando el programa Acapella.

Medida del RNA mensajero de la telomerasa por PCR cuantitativa. Primero se extrajo el ARN total de
la sangre libre de eritrocitos y de los espermatozoides con TRIzol (invitrogen). EL RNA disuelto en etanol
se purificd con el kit RNAeasy Mini Kit (Quiagen). Después se sintetizo la hebra complementaria de DNA
(cDNA) usando 1 pg de RNA, con el kit "Synthesis Kit" (BIO-RAD). Los niveles de transcripcién del gen
de la telomerasa o de las shelterinas se determinan usando oligonucleétidos (descritos abajo) y SYBR
Green PCR Master mix (applied Biosystems). La PCR se lleva a cabo utilizando el sistema Quantstudio
6 Flex Real Time system (applied Biosystems). El gen de interés se nomaliz6é con especto a genes hou-
sekeepig como GAPGH para CM y espermatozoides, actina para CM y 18S para espermatozoides que es

mas fiable que la actina en este tipo de células.

Los oligonucledtidos utilizados son:
* TRF1-F 5'-CTAAGCTAGGCCAGATGCCA-3’
* TRF1-R 5-CTGAAATCTGATGGAGCACGT-3’
* GAPDH-F 5 GAGAGACCCTCACTGCTG-37
+ GAPDH-R-5"- GATGGTACATGACAAGGTGCG3S
* Actina-F-5"-CCTCATGCCATCCTGCGTCTG-3"
* Actina-R-5"- TTGCTCCGAAGTCTAGGGCAACATAG-37
+ 18S-F-5"- GTTAAGGGAGTGAAGACGA TCAGA-3'
+ 185-R-5- AACCCAAAGACTTTGATTTC TCATAA-3'

Variables androgénicas:

El seminograma se hizo segln las recomendaciones de la WHO, con abstinencia de haber eyaculado
entre tres a cinco dias previos a la toma de muestra. La muestra se tomé mediante masturbacion en las
salas destinadas a este fin en la clinica, de tal forma que se eviten las alteraciones por el traslado de

muestra si esta se recolectaba fuera de las instalaciones.
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Los seminogramas podian presentar las siguientes variables:
* Normozoospermia: Concentracion de espermatozoides 2 15 mill/ml. Recuento total de esperma-
tozoides en la muestra = 39 millones.
* Oligozoospermia: Concentracion de espermatozoides <15 mill/ml
* Astenozoospermia: Motilidad espermatica, Espermatozoides progresivos (PR): = 32%. Espermato-
zoides progresivos y no progresivos (PR+NP): 240%
* Oligoastenozoospermia: Muestras que muestren a la vez los pardmetros de oligo y astenozoos-

permia.
Parametros de fertilidad

Para estudiar los parametros de fertilidad se limitd el estudio a los grupos de personas mayores de 40
anos, que son lo que acuden a la clinica buscando la descendencia. Los calculos se realizaron de acuer-

do a las definiciones detalladas abajo:

* Tasa de fecundacion: nimero de ovocitos fecundado con éxito (dos pronuicleos y dos cuerpos

polares), dividido entre el nimero de ovocitos maduros (MIl) totales.

* Tasa de desarrollo de embriones hasta el estadio de blastocisto: nimero de blastocistos dividi-
do entre el nimero de ovocitos correctamente fecundados.

* Tasa de gestacion: nimero de gestaciones dividido entre el nimero de transferencias embriona-
rias totales. La gestacion es considerada positiva cuando los niveles de la BhCG son superiores a
5 mUl/ml, y estos contindan incrementando en los dias sucesivos.

* Tasa de recién nacido vivo: nimero de recién nacidos vivos dividido entre el nimero total de
embriones transferidos.

* Tasa de aborto: nimero de abortos dividido entre el nimero total de embriones transferidos. Se
considera aborto, el fallo en el desarrollo de un embrién después de una transferencia e implan-

tacion (con test positivo de BhCG) con éxito.
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4 1. Caracteristicas de las personas reclutadas

Para entender el efecto de la ruta de los telémeros en la fertilidad masculina se reclutaron 80 personas
en total, divididos en cuatro grupos (ver Materiales y Métodos), con seminograma NZ o con seminogra-
ma OAZ. Los grupos de personas menores de 25 afios tenian una media de edad de 21.20 (N) y 22.33
(OAZ), mientras que los grupos de personas mayores tenian edades medias de 43.68 (N) y 44.20 (OAZ).
En cuanto a los pardmetros seminales, lo grupos NZ de ambas edades presentaban mejores caracte-
risticas que los grupos OAZ (Tablal), notdndose una caida importante en cuanto a la concentracién de

esperma en los grupos OAZ (12.56 y 14.38 en los grupos jévenes y mayores respectivamente) (Tabla2).

Tabla 2. Edad y pardmetros seminales de los individuos objeto de estudio.

MOTILIDAD
: MOVILIDAD  MOVILIDAD NO
EDAD VOLUMEN CONCENTRACION pROGRESVA 'PROGRESIVA ~ PROGRESIVA
(medida  SD) (ml) (106/ml) 5 .
(%) (%) (106/total vol)
NZ<25 | 21,20+2,11 3,98 72,46 55,98 14,87 152,3
OAZ< 25 | 22,33 2,49 2,58 12,56 24,00 21,53 6,12
NZ>40 | 43,68+291 2,97 56,44 45,53 10,18 70,11
OAZ> 40 | 4420+ 44k | 2,625 14,38 30,75 9,105 17,86

Los resultados de la tabla indican una deficiencia en las personas OAZ que se ha relacionado con difi-

cultades en la fertilidad.

Una vez reclutados y caracterizados los individuos que participaban en el estudio, se procedi6 al anali-

sis de las caracteristicas teloméricas en las muestras recogidas.

4.2. Longitud Telomérica en sangre

El pardmetro telomérico mas relacionado con el envejecimiento es la longitud telomérica (100). El ana-
lisis de teldbmeros en sangre se realizé para estudiar la posibilidad de analizarlo como posible biomar-
cador no invasivo del estado telomérico en los espermatozoides. La medicién, mediante FISH, de la LT
en las CM muestra que las del grupo OAZ menores de 25 afios es la mas corta con respecto al resto de
los grupos, y esta diferencia era estadisticamente significativa con cada uno de los grupos (Figura 6).
Ademas, existe un acortamiento de la longitud de los telémeros, para los individuos NZ, en el grupo de
los mayores de 40 afios con respecto a los menores de 25 afios, aunque no es significativo (Figura 6) que
es probablemente debido al envejecimiento. El mismo tipo de tendencia al acortamiento telomérico

con la edad deberia haberse observado en los grupos de OAZ.
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Figura 6: Longitud telomérica en la sangre. A: La grdfica muestra la
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a longitud telomérica media en células mononucleares de la sangre

de los individuos de los diferentes grupos de edad y pardmetros seminales (menores de 25 afos (s25) y mayores de 40 anos (240) de
seminograma NZ (cuadrado vacio) u OAZ (cuadrado negro), seguin estd indicado en la figura. B: Imdgenes tipicas de FISH telomérico.

C: Las grdficas muestras histogramas de longitud telomérica de los individuos descritos en A. "n” indica el numero de individuos

analizados. El numero que se encuentra encima de la "n” indica la cantidad de telémeros analizados en cada grupo. La barra de la

micrografia es de 10 micrémetros. LT(longitud Telomérica), CM (Célula mononucleada), NZ (Normozoospermia), OAZ (Oligoasteno-

zoospermia).
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4.3. Valoracion de teldmeros cortos y largos en sangre

La determinacion de telémeros criticamente cortos es muy importante ya que son éstos los que deter-
minan que las células puedan continuar dividiéndose o no. La sangre de los hombres jovenes NZ mostro
menor acumulacién de telémeros criticamente cortos [percentil 15%] (104) comparado con los otros
grupos de estudio. Las diferencias en la acumulacién de telémeros cortos en los otros grupos no fueron
estadisticamente significativas (Figura 7). Los resultados sugieren que los individuos jévenes normo-

zoospérmicos son los que tienen mejores valores de longitud telomérica en la sangre.
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Ademas de los teldbmeros criticamente cortos, se analizaron los telomeros largos, ya que se ha visto que
dan ventajas en cuanto a la homeostasis de los tejidos en ratones (95). El anélisis de telémeros largos
(percentil 58%) mostrd que los jévenes con seminograma NZ tenian mayor cantidad de telémeros largo,
indicando nuevamente que los NZ menores de 25 anos tienen los telémeros de la sangre en mejores

condiciones que cualquier otro grupo estudiado (figura 8).
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4.4. Longitud telomérica en espermatozoides

Dado que los espermatozoides estan directamente implicados en la fecundacion del évulo, y el conte-
nido que aportan en la fecundacién es importante para el desarrollo embrionario, se analizé la longitud

media telomérica en los espermatozoides de los diferentes grupos de estudio.

El grupo de personas mayores de 40 afios NZ presentd la longitud telomérica mayor (Figura 9). El alar-
gamiento telomérico de los espermatozoides con la edad, ha sido mostrado anteriormente (110, 111,
117, 118, 120). En los histogramas se puede observar el pico de intensidad de los telémeros despla-
zado hacia la derecha (longitudes teloméricas mayores) (Figura 9). Esta diferencia es estadisticamente
significativa (p<0,0001) entre los grupos de NZ, asi como para todos los demés grupos analizados. In-
teresantemente, no hay diferencia significativa en cuanto a la media de longitud telomérica entre los
grupos OAZ (Figura 9). Estos resultados sugieren que los mecanismos de alargamiento telomérico en el

esperma con la edad pueden estar fallando en el grupo de individuos OAZ.
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Figura 9: Longitud telomérica en muestras de esperma. A: La grdfica muestra la longitud telomérica media en espermatozoides de
los individuos de los diferentes grupos de edad y pardmetros seminales (menores de 25 afios (s25) y mayores de 40 afios (240) de
seminograma NZ (cuadrado vacio) u OAZ (cuadrado negro), segun estd indicado en la figura. B: Las grdficas muestras histogramas
de longitud telomérica de los individuos descritos en A. C: Imdgenes tipicas de FISH telomérico. "n” indica el numero de individuos

analizados. El nimero que se encuentra encima de la “n" indica la cantidad de telémeros analizados en cada grupo. LT(longitud Te-

lomérica), NZ (Normozoospermia), OAZ (Oligoastenozoospermia).
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4.5. Valoracion de teldmeros cortos y largos en espermatozoides

El porcentaje de telémeros cortos en espermatozoides es estadisticamente significativo (p 0.0295) me-
nor en los NZ mayores de 40 afos que en los menores de 25. Esa distribucion ocurre de la misma forma
entre los grupos de OAZ. Existe aumento del porcentaje de telomeros cortos en el grupo de los OAZ
menores de 25 afos con respecto al de los NZ del mismo grupo de edad. Sin embargo, no hay casi va-

riacion entre el porcentaje de los grupos de mayores de 40 afos (Figura 10).
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Con respecto a los telémeros largos en muestras de semen, se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas entre los porcentajes de teldémeros largos en NZ a mayores de 40 afios (p<0,0001).
Se observa ademas una marcada disminucion del porcentaje de telomeros largos en los mayores de 40
anos OAZ respecto a los NZ, siendo ésta significativa estadisticamente (p 0,0005). Al contrario, el grupo
de menores de 25 afios OAZ presenta un mayor porcentaje de telomeros largos con respecto al grupo
de NZ (p 0.0033). Estos datos indican nuevamente que la maquinaria de elongacién telomérica falla en

el caso de los individuos OAZ. (Figura 11)
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4.6. Medidas de proteccion telomérica

Se ha planteado estimar la cantidad de TRF1 como medida de la proteccidn de los telémeros, al ser ésta

una proteina del complejo shelterina.

La primera opcion fue marcar TRF1 con anticuerpos fluorescentes y evaluar la intensidad de TRF1 en
los diferentes grupos de estudio (La presencia de TRF1, es menor en los grupos de OAZ con respecto a
los NZ, pero no de una manera significativa (Figura 12). Lo cual indica que los telémeros de la sangre de
las personas de todos los grupos estan protegidos de igual manera. Se observa una disminucién de la
cantidad de TRF1 en los OAZ jovenes, lo cual estaria en consonancia con la menor longitud telomérica

encontrada en este grupo.

A B

TRF1
[ONormozoospermia
[l Oligoastenozoospermia DAPI
3
Lot 55682
< 4507 35267 44960 n=15 57367
o n=11 n=11 T
c 360 1 T
)
® 270 1
Lo,
£ 180
2
£ 90
o 0
E <25 <25 >40 >40

Edad (afios)

Figura 12: Medida de los niveles de TRF1 en sangre. A: la grdfica muestra los niveles de TRF1 en los grupos de estudio (menores de
25 afnos (s25) y mayores de 40 anos (240) de seminograma NZ (cuadrado vacio) u OAZ (cuadrado negro), segtin estd indicado en la
figura. B: Imdgenes tipicas de inmunofluorescencia de TRF1. Cada sefal representa la proteina TRF1 localizada en un telémero. “n”
indica el numero de casos analizados. El numero encima de “n” representa la cantidad de puntos de TRF1 analizados en cada grupo.

Cuando esta técnica se llevé a cabo usando muestras de espermatozoides, no hubo éxito en ninguno de
los intentos. Para poder tener una estimacion de la cantidad de TRF1 en las muestras de espermatozoi-

des, se analizaron los niveles de RNA mensajero mediante la técnica de RT-PCR (Materiales y Métodos).

La medida de la expresion del gen TRF1 utilizando dos controles permite confirmar que los resultados
no son debidos al azar. Se ha observado la misma distribucion de la expresion del gen TRF1 para cada
grupo de estudio independientemente del control utilizado. EL gen TRF1 en CM se expresa menos en los
grupos OAZ de cualquier grupo de edad, pero sin significacidn estadistica (Figura 13A). En el caso del
gen en espermatozoides hay un claro aumento de expresion de este en el grupo de NZ mayores de 40
anos con respecto a los menores de 25 anos, p 0.021 utilizando GAPDH, p 0.0182 utilizando 18S. Tam-
bién el gen TRF1 tiene mayor expresion en los OAZ menores de 25 afios con respecto a los NZ de este

mismo grupo de edad (p 0.0182 utilizando GAPDH, p 0.0423 utilizando 18S) (Figura 13B) .
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Figura 13: Medida de los niveles de mRNA del gen que codifica TRF1. A: las grdficas muestras los niveles de mRNA normalizados con
GAPDH o Actina en muestras de sangre, en los grupos de estudio. estudio (menores de 25 afos (s25) y mayores de 40 afos (240) de
seminograma NZ (cuadrado vacio) u OAZ (cuadrado negro), segtin estd indicado en la figura). B: las grdficas muestran los niveles de
mRNA en muestras de esperma normalizados con GAPDH y 18S, en los grupos de personas indicados en A. “n” representa el nimero

de muestras analizadas.

4.7. Efectos de la longitud telomérica en la fertilidad

Tras realizar los analisis de longitud telomérica, el siguiente paso necesario era el estudio del impacto
de los teldmeros en la fertilidad y saber si la longitud telomérica del esperma puede servir como bio-

marcador de los resultados de fertilidad.
Resultados de fertilidad usando ovocitos donantes

Para analizar los resultados de fertilidad se observo Unicamente el grupo de mayores de 40 afios, dado
que el grupo de jovenes normalmente no realizar tratamientos de reproduccion asistida. Para descartar
el fartor femenino y poder centrarnos en el efecto sobre la fertilidad del factor masculino, sélo se ana-

lizaron las parejas que recurrieron a ovocitos donados.

En la Tabla 3 se muestra un resumen de los resultados de fertilidad de las parejas tras la fecundacion
de los ovocitos mediante ICSI, usando el esperma de los grupos del estudio. En general los resultados

de fertilidad tras el método de ICSI tuvieron mds éxito en el grupo de personas NZ, aunque en algunos
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de los factores analizados no hubo diferencia significativa entre los grupos. Cabe destacar que con
respecto a la tasa de fecundacion los valores son similares, probablemente porque el método ICSI esta
facilitando ese proceso. Las tasas de embarazo bioquimico, de recién nacido vivo y de recién nacido
vivo en el primer intento de transferencia embrionaria, fueron mas altas y estadisticamente significati-

vas en el grupo de normozoospérmicos (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de fertilidad después de ICSI usando ovocitos donados.

Normos >40 OAs >40 p-value

N* 13 11 -
N©° de ciclos 15 11 -

o . .
N° de ovpcrcos fertilizados 0756 + 0.083 0792 + 0,123 NS
por ovocitos Ml

5 ;
N de blastocistos 0,765 + 0,079 0,640 + 0,245 NS
fertilizados por ovocito

5 ;
N° de embrlones 14 21 )
transferidos
N° de embarazos

. RS 13/14(92,86%) 9/21 (42,86%) 0,0039
bioquimicos*
N° de abortos bioquimicos* 1/14(7,14%) 3/21 (14,29%) NS
N© de nacidos vivos* 12/14 (85,71%) 8/21(38,10%) 0,0069
N©° de nacidos vivos en
el primer intento de 11/14(78,57%) 6/21(28,57%) 0,0059
transferencia®

* Estos ratios fueron calculados teniendo en cuenta el nimero de embriones transferidos.

4.71. Efecto de la longitud telomérica en la tasa de fecundacién

Se ha publicado mucho del alargamiento telomérico en los espermatozoides con la edad, pero no se
sabe claramente cual es el significado de este cambio en los teloémeros. Para entender este punto se
correlaciond la longitud telomérica de los espermatozoides con la tasa de fecundacién en los grupos
de estudio (en este caso mayores de 40 afios NZ 'y OAZ). En el caso de los individuos NZ, existe una
tendencia positiva, es decir, 3 mayor longitud telomérica del esperma, mayor tasa de fecundacion. Sin
embargo, en los individuos OAZ, esta tendencia se pierde, de manera que la longitud telomérica no

parece favorecer la fecundacién (Figura 14).
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Figura 14: Andlisis de correlacion de la tasa de fecundacion. La grdfica de la izquierda muestra la correlacion entre la tasa de fe-
cundacion y la longitud telomérica del esperma en el grupo de mayores de 40 anos con seminograma NZ. La grdfica de la derecha

muestra la misma correlacion descrita anteriormente, pero con el grupo de personas mayores con seminograma OAZ.

4.7.2. Efecto de la longitud telomérica en la tasa de desarrollo a blastocisto

Para estudiar si la longitud telomérica afecta al desarrollo del embrion en sus estadios tempranos, se co-
rrelacionaros los valores de longitud telomérica con la tasa de desarrollo a blastocisto. En el caso de los
individuos NZ se encontré una correlacién positiva y estadisticamente significativa entre [T y el nimero
de blastocisto, de manera que a mayor LT mayor posibilidad de llegar al estadio de blastocisto. En el caso
de los individuos OAZ, esta correlacion desaparecia. Hay que tener en cuenta que los telomeros en el es-

perma de estos individuos no eran tan largos en media, como en el caso de los individuos NZ (Figura 15).
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Figura 15: Andlisis de correlacion de la tasa de formacidn de blastocistos. La grdfica de la izquierda muestra la correlacion entre la
tasa de blastocistos y la longitud telomérica del esperma en el grupo de mayores de 40 anos con seminograma NZ. La grdfica de la
derecha muestra la misma correlacién descrita anteriormente, pero con el grupo de personas mayores con seminograma OAZ.
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La infertilidad es un tema de preocupacién general dado que afecta tanto a la vida de la pareja como a la
sociedad en general, que ha experimentado una bajada de natalidad durante los Ultimos anos. En Espa-
fa, el indice de fecundacién (nimero medio de hijos por mujer) fue de 1.24 en 2019 y la tasa de natalidad
(nimero de nacimientos por cada mil habitantes) fue de 7.62% en 2019. En Espafa el 17% de las parejas

tiene problemas de infertilidad, y entre el 40 -50% de los casos se debe al factor masculino (141).

En este marco, la posibilidad de encontrar biomarcadores en los varones que presentan problemas re-
productivos se hace necesario, dado el alto porcentaje de infertilidades denominadas idiopaticas. Un
correcto diagnéstico del origen de la infertilidad, sus posibles tratamientos o el analisis de las posibili-
dades reales de que ese varén pueda tener descendencia son muy necesarios para minimizar los costes
psicologicos y econdmicos que pueden suponer iniciar cualquier tipo de tratamiento de reproduccion.
Ademas, tanto el diagnostico precoz como el posible tratamiento de la infertilidad redundard en bene-

ficios para la sociedad.

Con esta premisa se inicid este trabajo, buscando biomarcadores, en este caso dentro del complejo
telomérico que pudieran ayudar a diagnosticar y tomar decisiones en el caso de que el vardn deseara

tener descendencia.

Para ello se tomaron dos grupos etarios de pacientes, los de menos de 25 afios, que podiamos conside-
rar como el grupo de jovenesy el de mas de 40 afnos que corresponde al grupo de hombres mayores. Se

escogieron estos limites para poder incluir al mayor nimero de pacientes en ambos gruposy que tuvie-
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ran una diferencia de edad suficientemente amplia como para ver diferencias en los factores telomé-
ricos. Los menores de 25 afios corresponden en su mayoria a jovenes que acuden a donar muestras de
semeny por tanto hay una poblacién amplia para elegir. Mas dificil era encontrar suficientes varones de
edades superiores a 50 ¢ 60 anos, que quiza representan edades avanzadas y que acudan a una clinica
de reproduccion asistida, por lo que se estim6 que a partir de los 40 afnos era mas probable conseguir

los pacientes necesarios para el estudio.

Con estas premisas se esperaba, en primera instancia, poder confirmar lo que se ha publicado sobre la
dindmica telomérica, dado que esto suponia un apoyo para poder abarcar nuevos interrogantes sobre
el sentido biolégico de los cambios teloméricos que se producen con la edad, sobre en la linea germinal

masculinay su relacion con la fertilidad.

5.1. Longitud telomérica en células mononucleares

La relacidon inversa entre la edad y la LT en células somdticas estd ampliamente demostrada y sirve de
base para utilizar la LT como un biomarcador del envejecimiento biolégico (142). Los telémeros se van
acortando con la edad y la tasa de acortamiento telomérico, que es fija dependiendo de las especies,
sirve como marcador de la longevidad de la especie (104,143). Hay variabilidad tanto en la longitud
telomérica de cada individuo como en el acortamiento telomérico, , que parece ser mas lento durante
la nifiez y el adulto joven, acelerdndose progresivamente en el adulto mayor (144). Estos patrones de
acortamiento telomérico se pueden ver modificados por diversos factores como el estilo de vida (145),
la exposicion a agentes contaminantes (146) al estrés oxidativo (147) o a alteraciones genéticas (148).
Ya que es conocido el ritmo y limite de replicacién celular, de acuerdo con una determinada LT de los
leucocitos, se puede estimar el tiempo de vida saludable de un individuo, esto significa utilizar la LT de
leucocitos como biomarcador de envejecimiento (149), es decir, que los teldmeros reflejan la edad bio-
l6gica delindividuo, y no la edad cronolodgica. En nuestro estudio los hallazgos del LT en CM sanguineas
siguen esta distribucion para los individuos de los grupos normozoospérmicos. Existe una longitud
telomérica menor en células somaticas, en este caso células mononucleares sanguineas, de los hom-

bres mayores de 40 ainos con respecto a los menores de 25 aios.

La evidencia actual respalda la idea de que la longitud telomérica estd asociada con una serie de afec-
ciones crénicas, relacionadas con el envejecimiento que incluyen dislipidemia (150), hipertensién (151,
152), aterosclerosis (153, 154), accidente cerebrovascular (155), enfermedad de las arterias coronarias
(156, 157), infarto de miocardio (158) y mal pronéstico de enfermedad cardiovascular (155, 159, 160).
La acumulacion de telémeros cortos en los leucocitos también se asocia a diversos tipos de cancer
como el cancer colorrectal (161, 162), de ovario y mama (163), géstrico (164), asi como una mayor inci-
denciay mortalidad general debida al cancer (165). Ademas, varios estudios indican que el acortamien-
to telomérico se correlaciona positivamente con la diabetes y las complicaciones diabéticas (166-168).

Por ejemplo, entre los diabéticos tipo 2, aquellos que experimentan complicaciones como la nefropatia
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diabética tienen longitudes de los teldmeros leucocitarios mas cortos que los individuos sin complica-

ciones y los que no tienen diabetes (169).

Atendiendo a esta relacion entre patologia y alteracion de la LT, en nuestro estudio, la longitud telo-
mérica en los pacientes oligoastenozoospérmicos invertia su proporcién entre los grupos de edad, los
menores de 25 aios presentaron teldémeros mas cortos que los mayores de 40 anos. La explicacion
3 esta situacién pensamos que se puede deber a que, en el caso de los pacientes mayores, realmente
no hay una patologia, si no una evolucion natural del proceso de envejecimiento, mientras que en los
menores de 25 anos si pudiera existir una patologia no evidente en un analisis rutinario o podria de-
berse al nimero menor de individuos reclutados y la alta variabilidad de longitud telomérica entre
individuos, habiéndose reclutado demasiados con una media de longitud telomérica baja para su edad.
La situacion por tanto, es parecida en cuanto al diagnoéstico de la infertilidad masculina previa al estu-
dio: no podemos diagnosticar con estos elementos la causa. Ahora bien, lo que si pudiera ser factible
es hacer determinaciones de longitud telomérica en pacientes jovenes para valorar, en el caso de una
oligoastenozoospermia, si esta situacion sélo es un indicativo de alteracién seminal o si la afectacion es
general a todas las células del individuo. También se podria analizar longitud telomérica en un nimero

mayor de personas para esclarecer mas la situacion.

5.2. Cuantificacién de teldmeros cortos y largos en células mononu-
cleares

En la mayoria de las células somaticas, las repeticiones teloméricasse pierden a través de varias vias,
como se ha mencionado mas arriba (170). La telomerasa compensa parcialmente dichas pérdidas (171),
pero no puede evitar el acortamiento telomérico (99). Cuando al menos 5 telémeros son criticamente
cortos, la célula ya no puede dividirse y sufre apoptosis o se vuelve senescente (100). La telomerasa es
capaz de mantener la longitud de los telomeros en las células de la linea germinal, pero el acortamiento
continuo de los telémeros es una caracteristica del envejecimiento (172). En pacientes de familias con
mutaciones en los genes de la via de mantenimiento de los teldmeros, los teldbmeros son mas cortos con
cada generacion (173), y también al afectan a la fertilidad de las personas, mostrando éstas valores mas

bajos de hormonas sexuales, y tasas mas bajas de euploidia y fecundacion (174).

Existen trabajos que apoyan el caracter hereditario, y por tanto genético de acumulacion de teldmeros
cortos antes de que se desarrollen clinicamente determinadas patologias como la arteriosclerosis (175).
Aungue factores externos, como la exposicion a radicales libres o situaciones de estrés pueden acortar
los telomeros, la presencia de telémeros cortos en la nifiez tiene una gran dependencia de la edad pa-
terna. Cuanto menor es la edad paterna, menor LT en la descendencia (124, 125). Si bien la disminucién
de la LT de las CM en sangre es un biomarcador de senectud o de posible desarrollo de enfermedades
asociadas al envejecimiento, en otros casos, se ha visto que los teldémeros cortos pueden tener un

efecto protector sobre, por ejemplo, el riesgo de melanoma (176). Esto nos obliga a ser cautos con el
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significado de los resultados que hemos obtenido en cuanto a la determinacion de telémeros cortos y
largos. Si es coincidente la distribucion del porcentaje de telomeros cortos con los datos obtenidos de
la LT en CM sanguineas. El porcentaje de teldmeros cortos mucho mayor en el grupo de los pacientes
menores de 25 aios con oligoastenozoospermia con respecto a cualquiera de los otros grupos nos
habla de una limitacidn en cuanto a la division celular, lo que podria hacer peligrar el futuro reproductivo
del paciente y muy posiblemente habria que prestar atencion a la salud general de este individuo, ya que
como hemos expuesto estara sometido a un mayor riesgo de patologias en futuro. Ademas, los jovenes
de 25 anos obtuvieron el menor porcentaje de telomeros cortos, lo cual sugiere que tendrian mas
ventajas en su salud general y en la reproductiva. Ya hemos visto que existen numerosos estudios que
correlacionan la LT con procesos oncolégicos, en el caso de la infertilidad masculina también hay estu-
dios en esa direccion, llegando a identificar a la infertilidad masculina como un biomarcador de riesgo

de céncer tanto para el paciente como para sus familiares (177, 178).

5.3. Longitud telomérica en células espermaticas

En los seres humanos, las células madre de la linea germinal masculina experimentan muchas mas re-
plicaciones que las de la linea germinal femenina (179). Esta es la razén por la que el factor paterno en
humanos y quizas en otros primates es la principal fuente de mutaciones de novo en la linea germinal
en la descendencia (180). Las numerosas replicaciones de células madre en la linea germinal masculi-
na humana también podrian explicar el efecto de la edad paterna al momento de la concepcion (EPC)
sobre la LT. Mientras que las células madre somaticas experimentan un acortamiento de los telomeros
dependiente de la edad, los espermatozoides de los hombres mayores muestran telémeros comparati-
vamente mas largos (118, 181, 182). Esta situacidon se manifiesta en nuestro estudio para los grupos de
varones normozoospérmicos, existiendo una LT mayor en el grupo de los mayores de 40 aios, que
se ven refrendadas con la determinacion del porcentaje de telémeros cortos y telomeros largos que
siguen esa misma distribucién de una manera significativa. Resultados similares en cuanto al aumento
de longitud telomérica con la edad se habian observado con anterioridad (120, 136, 183). Estos resul-
tados ponen de manifiesto que en las etapas jévenes de la vida la media mas baja de LT del esperma no
es impedimento para la fertilidad. Sin embargo, con la edad, una media de longitud telomérica similar
a la encontrada en personas jovenes, limita la fertilidad. De hecho, La LT esta positivamente asociada
con la movilidad progresiva y vitalidad de los espermatozoides y negativamente con la fragmentacion
del ADN espermatico y, por tanto, los varones con LT mayor en el esperma, tendran menos problemas

reproductivos asociados a la calidad seminal (137).

La LT aparentemente serd heredada por la descendencia (184, 185). Asi, la progenie concebida por pa-
dres mayores tiene teldmeros mas largos que sus pares (124, 181, 186). El efecto EPC sobre TL también
se ha observado en chimpancé (128), lo que sugiere un papel importante dentro de la evolucion de las

especies de hominidos. La literatura sobre telomeros proporciona resultados contradictorios sobre el
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modo de herencia de la LT (187-189), sin embargo parece demostrado que la LT se ve mas afectada por
el linaje materno que por el paterno (190, 191). Por lo tanto, la LT de la descendencia estd influenciada a
través de distintos canales maternos (mayor herencia) y paternos (EPC); y estos efectos ya son evidentes
en los recién nacidos (190). En particular, el modo de herenciay el efecto de la edad de los padres difie-
ren en varias especies. Por ejemplo, LT es hereditaria en el lagarto de arena y muestra EPC sobre LT en
la descendencia masculina(192). En las aves, la LT también se hereda, principalmente a través del linaje
materno (193,194), y puede mostrar un efecto de la edad materna en el momento de la concepcién en

la descendencia LT (137).

En lo relativo al factor masculino, las anomalias cromosdmicas debidas a la no disyuncion meidtica, asi
como el dafio del ADN, son mas comunes en los espermatozoides subfertiles en comparacion con la po-
blacién general (195-197). Aunque la disfuncién de los teldmeros como componente de la infertilidad
masculina estd menos establecida en la literatura En el estudio de Biron-Shental (2017), se observé que
la homeostasis de los telomeros estaba significativamente alterada entre las muestras de esperma-
tozoides subfertiles (198). Los espermatozoides subfertiles tienen telémeros mas cortos y una mayor
formacion de agregados, lo que implica disfuncion. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo mues-
tran ese acortamiento de los teldmeros entre las poblaciones de varones oligoastenozoospérmicos
mayores de 40 anos, asi como una disminucién significativa de los telomeros largos lo que sugiere
fallos en los mecanismos de alargamiento de telomeros en estas personas, que de acuerdo a lo publi-
cado estd relacionado con ese nivel subéptimo de la calidad seminal (120, 137). Se han barajado como
origen de ese acortamiento, unos niveles menores de telomerasa en el testiculo medidos por el nimero
de copias del gen componente RNA de la telomerasa (TERC) y una mayor compensacién por captura de
telémeros. Estas observaciones podrian ser un hallazgo clave para que los estudios de intervencion
mejoren la calidad del esperma, pero requiere mas investigacién (198). De hecho, en nuestro estudio se
muestra un porcentaje mas elevado de telomeros cortos y largos en menores de 25 afios oligoasteno-
zoospérmicos respecto a los normozoospérmicos de la misma edad que nos plantea la duda, por tanto,
si esto es debido a un mecanismo compensatorio para mantener la fertilidad o es una desregulacién

del complejo telomérico.

5.4. Medida de la proteccién telomérica

La presencia de la proteina TRF1 en los telémeros puede representar el nivel de proteccion telomérico,
que confiere el complejo de las shelterinas, encargadas de proteger los telémeros (100). TRF1 y TRF2
son proteinas de unién a ADN telomérico bicatenario (79,199,200). Para ellos forman dimeros y se unen
la una a la otra gracias a que presentan un dominio de homologia TRF (TRFH) que media la dimerizacién
y un homeodominio C-terminal que histéricamente ha sido descrito como un dominio de unién a ADN

SANT/Myb-like (199-201)

TRF1 es un componente esencial del complejo Shelterinay estd enriquecido en células madre adultasy
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pluripotentes (84), indicativo de su papel en la proteccién de los telémeros. La sobreexpresion de TRF1
promueve el acortamiento de los teldmeros, mientras que se ha demostrado que la pérdida de TRF1 de
los telomeros induce el alargamiento de los telémeros dependientes de la telomerasa, lo que implica
que TRF1 regula negativamente la extension de los telomeros dependientes de la telomerasa, quizas al
restringir el acceso de la telomerasa a los extremos de los telémeros (202-204). Ademas, se ha demos-
trado que TRF1 interactla con la proteina cohesina SA1 (205) asi como con la proteina de unién a micro-
tubos EB(206). TRF1 se ha implicado en la regulacién del huso mitético asi como en la resolucién de los
telémeros hermanos (166,206-208). La sobreexpresién de TRF1 que carece del sitio de fosforilacion
para la quinasa 1 dependiente de ciclina B (Cdk1) conduce al bloqueo de la resolucion de los teldmeros
hermanos (207). En nuestro trabajo la proteina TRF1 fue medida por Inmunofluorescencia en las células
mononucleares sanguineas, no pudiendo reproducirse el experimento sobre los espermatozoides. Se
observé una tendencia a la disminucion de la proteina TRF1 en los grupos de oligoastenozoospérmi-
cos tanto menores de 25 afos como mayores de 40. La tendencia a la disminucion de expresion de
TRF1 con la edad se ha observado en humanos y ratones y supone una falta de proteccidon telomérica
que lleva al deterioro del organismo (85). Esta tendencia, aunque no estadisticamente significativa,
también se ratificd mediante la estimacion de la expresion del gen codificador de TRF1 en sangre deter-

minado por RT-PCR con dos controles, GAPGH y actina.

No obstante, en sangre no se observo ninguna diferencia significativa en los niveles de TRF1 entre los
grupos, lo cual sugiere que este parametro telomérico no se podria usar como biomarcador para de-

tectar los problemas de infertilidad del factor masculino.

La misma determinacion del gen codificador de TRF1 se utilizd en espermatozoides debido, como se ha
dicho a la imposibilidad de determinar directamente la proteina TRF1. En este caso se utilizé también
GAPDH, pero se cambi6 actina por 185 debido a su mayor fiabilidad y presencia en espermatozoides
(209). Al comparar eyaculados con contaminacién importante de células redondas con otros eyaculados
bajos en células redondas se observo que el mRNA 18S era més fiable para la cuantificacién (209). En
nuestro estudio, con ambos controles, en la cuantificacion del ARNm de TRF1 con GAPDH vy 18S se
obtuvieron resultados similares. Se muestra una mayor expresién del gen TRF1 en todos los indivi-
duos mayores de 40 aiios normozoospérmicos, comparados con los jovenes normozoospérmicos. Sin
embargo, en los niveles de expresién del gen en varones con oligoastenozoospermia es mucho mayor
que en los normozoospérmicos del mismo grupo de edad e incluso mayores que para los oligoasten-
zoospérmicos mayores de 40 afos En cuanto a los mayores de 40 anos con seminograma NZ, la pro-
porcion es légica ya que los telébmeros son mas largos, y por tanto, habria que proteger mas cromatina.
En el caso de los oligoastenozoospérmicos, esta no seria una explicacién ya que la media de longitud
telomérica en el esperma es menor. Teniendo en cuenta que el espermatozoide tiene una funcidon muy
concreta, cabria pensar que la mayor cantidad de TRF1 se va a aportar al zigoto en prevision del alarga-
miento telomérico que sucede durante las etapas tempranas de desarrollo embrionario (94,95), ya sea

por recombinacién (210) o por activacidn de la telomerasa en el estadio de blastocisto (93). También se
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cabria pensar que pude existir un intento de compensar el daio celular mediante una mayor expre-
sion del gen TRF1. Seran necesarios mas estudios para determinar la causa de este aumento y si tiene

beneficios el mantenimiento de mayores niveles del gen TRF1.

5.5. Efecto de la longitud telomérica en la fertilidad

La longitud telomérica es muy importante para la meiosis y en la reproduccion. En el primer caso,
porque asegura el anclaje de los cromosomas a la envoltura nuclear, promoviendo la recombinacién
cromosoémica (211). En cuanto a la reproduccién, en el esperma la cromatina estd empaquetada gracias
a las protaminas, con excepcion de algunas zonas que contienen nucleosomas aln después de la fe-
cundacion (212). Una de esas zonas son los telémeros (213), tanto en ratones como en humanos (214).
Estos nucleosomas que conservan marcas epigenéticas paternas podrian regular la expresidn de genes
en el embrién temprano (215). Por tanto, una longitud telomérica excesivamente corta en los esperma-
tozoides pondria en peligro ambos procesos biolégicos. En este sentido, encontramos una correlaciéon
positiva ente la tasa de fecundacion y la longitud telomérica del esperma en individuos normozoos-
pérmicos, que también ha sido observada por otros grupos (136, 216). De hecho, los espermatozoides
con teldmeros cortos no se unirian a la membrana nuclear de manera eficiente, que es lo que promueve
la descompactacion de la cromatina y la formacion del pronicleo (217). En cualquier caso, la correla-
cion observada entre la longitud telomérica y la tasa de fecundacién no fue significativa, lo cual podria
deberse al hecho de haber hecho la fecundacién por el método ICSI. Este método introduce el esperma-
tozoide dentro del 6vulo, facilitando enormemente el proceso de la fecundacion. Interesantemente se
observo una correlacion positiva significativa entre la tasa de formacién de blastocistos y la longitud
telomérica del esperma, lo cual sugiere que el aporte paterno es muy importante para el desarrollo
de los embriones hasta el estadio de blastocisto, concretamente el aporte de telomeros largos. En
hombres con seminograma oligostenozoospérmico, la correlacién desaparecia, incluso en aquellos
individuos que tenian los teldémeros mas largos. Esto podria deberse a que estos espermatozoides tu-
vieran otro tipo de alteraciones en el genoma que dificultaran el desarrollo a blastocisto. De hecho, los

espermatozoides con telémeros cortos se han relacionado con una mayor fragmentacién del DNA (137).
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Las principales limitaciones al estudio con las que nos hemos encontrado son las siguientes:
1. Tamafio muestral

Es evidente que la extrapolacién de datos se hace complicada con el tamafio muestral reducido. La
seleccion e introduccion de varones normozoospérmicos menores de 25 anos no presentaba grandes
problemas al tratarse de donantes que en su mayoria repiten tomas de muestras cuando presenta esa
normalidad en los pardmetros seminales. La introducciéon de los otros grupos se hace mas complicada
En el caso de los menores de 25 anos, por que dependiamos de su deseo de dejar mas muestras, aunque
se les hubiera comentado que no servian como donantes. Para los mayores de 40 afos el problema es
vencer las reticencias que les podia plantear el uso que se iba a dar a esas muestras por ser individuos
que estan dentro de procesos de reproduccion asistida. A este problema hay que afiadir que una vez re-
cogidas todas las muestras una primera vez, un fallo en uno de los congeladores, hizo que se perdieran

numerosas muestras y hubo que iniciar una nueva fase de reclutamiento de pacientes.
2. Tratamiento de las muestras
Encontramos varios tipos de problemas:

« Descongelacion de alicuotas: Para las muestras de sangre no existian problemas en la division de
alicuotas para estudio, sin embargo, en las muestras de espermatozoides hubo que unificar la ma-
nera de criopreservar las muestras ya que si se hacian en pajuelas era muy dificil su division, por
lo que se aplicé el criterio de congelar en pildoras para su manipulacién individual sin deteriorar

el resto de las muestras de un paciente.

« Proceso de tratamiento de las muestras de semen: Se repitieron diversos protocolos para optimizar

la concentracion y exposicién del material genético objeto del estudio.
3. Obtencién de datos
También fueron varias la dificultadas encontradas:

Medicion de la proteina TRF1 en espermatozoides: En el caso de las muestras espermaticas, se realiz6é un
intento con dos muestras que correspondian a dos varones normozoospérmicos mayores de 40 afios.
Se eligid este grupo porque al tener los telémeros de los espermatozoides mas largos, por ende, de-
beria haber mas proteina TRF1 protegiendo esos telomeros. Esto ayudaria a la deteccidén de TRF1. Los
individuos en particular se eligieron porque tenfan mayor cantidad de esperma, por lo cual podiamos
usar una parte para realizar experimentos sin terminar las muestras. Se comprob6 la fluorescencia en
un microscopio confocal pero no se advirtié ninguna sefal en las muestras por lo que no se pudo ad-
quirir imagen alguna en el microscopio. De este experimento concluimos que la inmunofluorescencia
en espermatozoides es una técnica dificil debido al empaquetamiento de la cromatina, que habria que

poner a punto para futuros estudios.
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La posibilidad de disponer de biomarcadores que nos orienten sobre las posibilidades reproductivas de
un individuo es de suma importancia. El gasto que suponen las técnicas de reproduccién asistida y la
implicacién psicosocial de la infertilidad son las principales cuestiones a tener en cuenta en la persona
0 pareja que desea tener descendencia. En una segunda fase de este estudio se estan correlacionando
los hallazgos obtenidos con los resultados finales un tratamiento de reproduccién, es decir tasas de
fecundacién, embarazo y recién nacido. Todo ello permitird valorar la utilidad de la medicién de LT o de
otros elementos relacionados con el complejo telomérico como son las proteinas de la shelterina en la

toma de decisiones en la practica de la medicina reproductiva.

| 79 |






CONCLUSIONES







CONCLUSIONES

1. Larutade los telémeros, que tiene implicaciones en envejecimiento, cancer, homeostasis de los
tejidos y la funcién de las células madre, también es importante para la fertilidad, concretamente

en la aportacién que hace el factor masculino.

2. Los telomeros de los espermatozoides, que son células muy especializadas con un fin muy de-
terminado como es la reproduccién, se alargan con la edad. Los espermatozoides producidos por
hombres con seminograma OA no se alargan con la edad a niveles comparables con los controles,
evidenciando que hay algin mecanismo de elongacién telomérica que esta fallando en hombres

con la circunstancia OA.

3. Los espermatozoides de hombres mayores y con seminograma NZ poseen mayores niveles de
telomeros muy largos, y menores niveles de teldmeros muy cortos, que se han relacionado con
la mala funcién de los tejidos y 6rganos, y desde el punto de vista molecular, con la senescencia

celulary la apoptosis.

4. Lalongitud telomérica de los telémeros de la sangre de las personas con seminograma OA no es-
tan severamente alterados, aunque si hay una tendencia a acumular mayor cantidad de telémeros
cortos con la edad y menos cantidad de telomeros muy largos. De hecho, los niveles de dafio en la
cromatina presentes en las células sanguineas son similares a los controles, como era de esperar
dado que no habia una acumulacién masiva de telomeros cortos en las células sanguineas de los

hombres con seminogramas OA.

5. Los niveles de TRF1, que es una de las subunidades del complejo Shelterina encargado de la
proteccion de los teldbmeros, son similares a los individuos control en todas las edades, aunque
se encontr6 una ligera tendencia a tener menor proteccion en el caso de los individuos con semi-

nograma OAZ, independientemente de su edad.
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ELRNA mensajero de TRF1 en sangre aparecié expresado igualmente en todos los individuos ana-
lizados, pero en el esperma de los jovenes con seminograma NZ se expres6 en menor cantidad.
Estos resultados son normales en el caso de los hombres del grupo de mayor edad con semino-
grama NZ, ya que presentan telémeros mas largos, y, por tanto, deberian tener mayor proteccion.
En el caso de los hombres con seminograma OAZ presentaron mayor expresion aun teniendo
telémeros mas cortos, lo cual sugiere que, o los mensajeros son menos estables y por ello es
necesario tener mas cantidad, o que las células esta intentando proteger unos telémeros que de

entrada no van a poder alargarse mucho, comparado con los controles.

En las células de la sangre se encontraron los mismos niveles de expresion de los genes corres-
pondientes al componente de RNA y de la proteina de la enzima telomerasa, en todos los indivi-

duos analizados.

En las muestras de espermatozoides se encontraron los mismos niveles de expresion de los dos
genes que dan lugar a la enzima telomerasa. Estos resultados sugieren que el defecto de alarga-
miento de los telémeros con la edad no se debe a la deficiencia de actividad telomerasa en las
células madre adultas del tejido testicular, o si hay deficiencias en telomerasa en el tejido testi-

cular, no estan reflejados en el contenido de mensajero hallado en los espermatozoides.

Los hombres con seminograma OA tienen menor probabilidad de lograr embarazo bioquimico que
los hombres control. También tienen menor probabilidad de lograr recién nacidos vivos y de tener

éxito con un recién nacido vivo en el primer intento de transferencia de un embrién al Gtero.

A mayor longitud telomérica de los espermatozoides en personas con seminograma NZ hay ma-
yores probabilidades de que los embriones fecundados con esos espermatozoides lleguen hasta

el estadio de blastocisto.

A mayor acumulacion de telémeros cortos en los espermatozoides, menor es la probabilidad de

que los embriones se desarrollen hasta el estadio de blastocisto.

Mayores longitudes teloméricas de la sangre de personas con seminograma NZ implican mejores

posibilidades de tener éxito en el desarrollo de los embriones hasta el estadio de blastocisto.

La mayor proporcién de telomeros largos en la sangre de personas con seminograma NZ, es indi-

cativa de una mayor posibilidad de fecundacidn con éxito.

Todas las correlaciones de la longitud telomérica con los parametros de fertilidad se pierden en el
caso de personas con seminograma OA, indicando que hay otros factores que pueden estar afectan-
do a la fertilidad de estas personas. Ademas, el hecho de tener teldmeros en el esperma de menor

tamafio que las personas con seminograma NZ no les confiere ventajas en cuanto a la reproduccion.

La media de longitud telomérica en el esperma es un buen biomarcador de fertilidad masculina.
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1. Cl para pacientes del estudio

COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE

CONSENTIMIENTO INFORMADO

(a rellenar por el paciente)
Para obtencidon de muestra biolégica para ANALISIS SANGRE y MUESTRA DE SEMEN

Codigo:  —-mmmmmmmmmeenn

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado
He podido hacer preguntas sobre el estudio
He recibido suficiente informacién sobre el estudio

He hablado con:

Investigador/Médico del centro

Quien me ha explicado los detalles del mismo, en particular de:
1.La finalidad de la investigacién o de la linea de investigacion para la que consiento
2. Los beneficios esperados con la misma

3. De los posibles inconvenientes vinculados a la donacién y obtencién de la muestra, incluida la
posibilidad de ser contactado con posterioridad con el fin de recabar nuevos datos u obtener otras
muestras.

4. De la identidad del responsable de esta investigacién Dr.:

Investigador/Médico del centro

Comprendo que mi participacién es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio

1. Cuando quiera
2. Sin tener que dar explicaciones
3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Los andlisis genéticos a realizar se limitaran estrictamente a los reflejados en el contenido del
proyecto de investigacion y que consistirdn en el estudio de longitud de telémeros, telomerasa y
shelterinas en espermatozoides y leucocitos, para ser relacionadas con la condicién de edad y
anomalias en los pardmetros seminales.

Los datos genéticos de caracter personal se conservaran durante un periodo minimo de cinco
afios desde la fecha en que fueron obtenidos, transcurrido el cual el interesado podra solicitar su
cancelacién. En el caso de que no se solicite la cancelacién, los datos se conservaran durante el plazo
que sea necesario para preservar la salud de la persona de quien proceden o de terceros relacionados
con ella.
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COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE

Todos los datos recogidos para el estudio, seran tratados con las medidas de seguridad
establecidas en cumplimiento de la Ley Organica 15/1999 de Proteccién de Datos de caracter personal.
Debe saber que tiene derecho de acceso, rectificacion y cancelacién de los mismos en cualquier
momento. Los datos recogidos para el estudio estardn identificados mediante un cédigo y sélo el
investigador principal podra relacionar dichos datos con usted.

Usted tiene derecho, de acuerdo con la Ley de Investigacién Biomédica, a solicitar acceso a la
informacién genética obtenida de sus muestras en este estudio a través del investigador principal. No
obstante, debe saber que las investigaciones que se van a realizar con sus muestras, por el momento
no tienen significado clinico. Es de esperar, que en el futuro y como resultado de ésta y otras
investigaciones, la informacién obtenida con sus muestras ayude a tomar decisiones en este contexto
clinico. En caso de que se produjeran hallazgos en estas pruebas genéticas que pudieran tener
relevancia para usted o para su familia se le suministrard consejo genético.

Las muestras bioldgicas serdn conservadas a -802C en los laboratorios de la clinica
correspondiente al lugar de su obtencién para su custodia y analisis.

Firma del paciente Firma del investigador
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:

2de?2
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2. Autorizacion de CEIC Hospital Universitario Puerta de Hierro de Madrid

":H Hospital Universit_arin )
s PUErta de Hierro Majadahonda

D*. CRISTINA AVENDANO SOLA, PRESIDENTA DEL COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS DEL HOSPITAL
UNIVERSITARIO PUERTA DE HIERRO MAJADAHONDA DE MADRID

CERTIFICA

Que ¢n la reunion del CEIm del 9 de julio de 2018 (Acta n® 13.18), ha sido evaluada la
enmienda relevante del proyecto de mvestigacion titulado: La biologia de los telomeros
en el envejecimiento v su relacion con los pardmetros seminales " (1711-MAD-109-CB),
del que es mvestigador principal el Dr. Carlos Balmon Boticario del Servicio de
Urologia de IVIRMA Madrid, considerindose:

Se considera que su planteamiento global es correcto desde el punto de vista
metodoldgico v ético.

Documentos Moditicados:
- Protocolo Yersiom 2 del 29 de Junio de 2018,

- Hoja de Informacion al Paciente y Consentimiento I[nformado
Version 2 del 29 de Junio de 2018.

En Majadahonda. a 9 de julio de 201¥

| Universitario
B Hierro

Fdo.: Dra. Avendano Soli
Presidenta del CEIm

ZONA NOROESTE

C/ Jeagquin Rodrige, 2 4 Red

18221 Majadahonds / Madrid EB*—H s H
Tel: 91 191 60 00

Fax: %] 373 08 38 Hospitales sin Humo
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3. Primer articulo publicado sobre la tematica de la tesis

. Should we consider telomere length and
telomerase activity in male factor infertility?

Carlos Balmori®®

and Elisa Varela®®

Purpose of review

The purpose of this review is to analyze what is known to date about the relation between telomeres and
male fertility, and if it is possible for telomeres, or elements related to them, to be used as new prognostic

biomarkers in fertility treatment.

Recent findings

Cells in germ series, including spermatozoids, have longer telomeres (10-20 kb), and do not seem to
undergo the shortening that takes place in somatic cells with age as they present telomerase activity.

Longer telomere length found in the sperm of older fathers, influences their offspring possessing cells

with longer telomere length. Infertile patients have spermatozoids with shorter telomere length than fertile
people, but telomere length does neither correlate with the sperm concentration, mobility or morphology, nor
with the DNA fragmentation indices (DFI) of spermatozoids. Embryo quality rate and transplantable embryo
rate are related with the telomere length of spermatozoids (STL), but pregnancy rates are not affected.

Summary

Telomere length and telomerase levels can be used as biomarkers of male fertility. Higher STL can have
beneficial effects on fertility, thus the use of spermatozoids with longer telomere length in an assisted
reproduction technique (ART) could be one way of solving some infertility cases.

Keywords

male infertility, sperm telomere length, telomerase

INTRODUCTION

Between 8 and 12% of couples have fertility prob-
lems. The male tactor as the origin of infertility 1s
present in 40-50% of these couples [1]. The world-
wide percentage of infertile men is estimated to lie
between 2.5 and 12% [2].

The causes of male infertility are not known in
as many as 30% of cases according to the European
Urology Association  Guidelines [3]. However,
Punab and coworkers in 2017 have found clear
differences between severe male infertility cases,
such as azoospermia, aspermia or crypltozoosper-
mia, where it is possible to evidence its origin most
of the time. In the cases of oligozoospermia, repre-
senting 86% of all infertilities, the molecular origin
of this cause is highly unknown [4]. Bearing in mind
this high percentage of idiopathic male infertility, it
Is necessary to seek beyond basic anatomical, infec-
tious, endocrine, metabolic or genetic problems, to
explore other rescarch ficlds, including the so-
called ‘omics.” The genomics, epigenomics, tran-
scriptomics and protecomics of spermatogencsis
can provide data that may be used for the diagnosis,
prognosis and treatment of male infertility [S].

1040-872X Copyright

2018 Walters Kluwer Health, Inc. All nghts reserved.

However, recent studies have indicated other
molecular mechanisms as causes of infertility,
which have to do with telomere biology [6%,7%].
Telomeres are nucleoprotein structures located at
the ends of chromosomes. In humans, telomeres
consistof tandem repeats of a DNA sequence rich in
Guanine (G) bases, in the following sequence
TTAGGG," of about 10-15 Kb long [8]. In mouse,
telomeres are about 40-50kb long, but the rate of
telomere shortening is different for each species.
Whereas in humans, telomeres shorten at a rate ol
60-70bp per year, mouse telomeres shorten 100
times faster [9,10], Telomeres end in a 37 single
stranded overhang that is able to form telomere
loops, a structure that contributes to telomere pro-
tection [11,12] (Fig. 1). Despite telomere protection,
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de Pedro Rico, Madnd, Spain
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Fertility, IVF and reproductive genetics

KEY POINTS

o Telomeres are specialized structures that cap the ends
of chromosomes and help to maintain genomic integrity

and stability.

 Genetic factors, such as lifestyle and psychological
stress play a crucial role in modulating telomere length.

o Telomeres length and telomerase levels could be used
as biomarkers of male fertility.

because of the unidirectional nature of the replica-
tion machinery, telomeres shorten whenever cells
divide [13], promoting organismal aging or cancer
[14,15].

Through the expression of an enzyme called
telomerase, telomere shortening can be reversed,
because telomerase is able to add de novo repeats
onto chromosome ends [16]. Telomerase is activated
during embryogenesis at the blastocyst stage, at
which the longest telomeres are found [17,18], local-
izing to inner cell mass [18,19]. As cells ditferentiate,
telomerase is inactivated, which implies the start of
telomere shortening [20,21]. Telomerase remains
inactive in most cells of an adult organism, which
are postmitotic, but remains active in adult stem
cells, germ cells, inmost tumors and also in embry-
onic stem cells [22]0 Stem and tamor cells display
high telomerase activity [23,24].

In adult human tissue with a high regenerative
potential, such as bone marrow, skin and the gas-
trointestinal tract, telomerase activity continues to
be moderately expressed in the stem-cell niches [21]
and in activated lvmphocytes [25].

Sperm telomere length increases with age but
the consequences of excessive telomere lengthening
for human reproduction and the offspring are only
recently being started to be studied. The review will
focus on these topics.

TELOMERES AND CELLULAR
HOMEOSTASIS

Cell division is the mechanism by which organs
grow, develop and maintain their tissues. However,
the ‘Hayflick limit” determines that these divisions
are finite (roughly 50 divisions), after which cells
enter senescence or apoptosis [26]. The so-called
‘DNA end-replication problem,” as described by
Olovnikov [13], explains the Hayflick limit phe-
nomenon that happens in the lincar chromosomes
of the cukaryotic organisms where their ends are not
replicated. This leads to gradual telomeric DNA
shortening until a critically short length is reached,
which activates response signals to DNA damage
(DDR) and causes senescence or cell death [27].
Thus, age and other factors, like the action of nucle-
ases or exposure Lo free oxygen radicals (ROS), would
Icad to telomere shortening which, below a critical
length, would eliminate the protective capacity of
telomeres. Therefore, telomere attrition leads to
fusions between chromosome ends, stop the cell
cycle, genome destabilization and finally, evolve
to deteriorated and aged tissues [ 14,28% I several
telomeres of the same cell have critically short
length, then the cell enters in crisis may reactivate
telomerase and become cancerous 29,30,
Telomeres have a stabilizing eftect on the
genome whenever there are genetic aggressions
through the repair of telomere lesions. Numerous

cheomosome

FIGURE 1. Telomere DNA contains doublestranded tandem repeats of TTAGGG followed by terminal 3" Gerich single-
stranded overhangs. Telomere DNA is thought to adopt the T-loop structure, where the telomere end folds back on itself and
the 3" G strand overhang invades into the double-stranded DNA called D-loop. Shelterin complex is composed of six
polypeptides: TRF1, TRF2, RAP1, TIN2, TPP1 and POT1. Shelterin regulates the telomerose-mediated maintenance of the
telomeric DNA and protects telomeres from DNA damage signaling and DNA repair.
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proteins involved directly or indirectly in the detec-
tion and repair of DNA damage, such as ATM, DNA-
PK complex or RADSO-MRET1-NBS1 complex are in
close association with the telomeres [31], indicating
that telomeres act as a reservoir of proteins that can
repair specific damage at telomeres [31].

It is well known that telomere length shortens in
different somatic cells with age, which becomes more
accentuated in different discase types, like arterio-
sclerosis, hypertension, diabetes and Parkinson's or
Alzheimer's disease [32]. People born with mutations
in the telomerase gene suffer an accelerated telomeric
shortening in their cells and reduced regenerative
capacity of their tissues, which leads to suffering very
hard diseases such as aplastic anemia, emphysema,
cirrhosis and pulmonary fibrosis [33-36].

Nevertheless, inother discase types like cancer, a
different phenomenon takes place as telomerase is
reactivated, and therefore telomere erosion is allevi-
ated. Consequently, cell immortality occurs and
leads to an uncontrolled increase in cell division.
The telomeres of some tumor cells elongate without
activating telomerase, via alternative lengthening of
telomeres (ALT), which implies the recombination
or exchange ot sister chromatids [37,38]. The path-
ways involved in regulating and maintaining telo-
meres are critical for preventing discases, including
cancer and avoiding cell deterioration [30%%,39,40].
Such telomere maintenance is more etfective in the
cells that express telomerase [41-43]. The scarch for
telomerase inhibitors or telomere cap inhibitors to
avoid tumor development would be one of the
greatest advances made to fight cancer [30%° 44,

Elevated levels of psychosocial stress have been
related with telomere shortening and immunologi-
cal disorders, as in the study conducted by Damja-
novic ¢t al. [45] about relatives who have looked
after Alzheimer's discase patients for long periods of
time. Depression and pain can be other determining
factors of telomere shortening [46-48).

It is also possible to reduce telomere crosion by
practicing physical exercise [49], which offers bene-
ficial effects by delaying certain aging symptoms
and related diseases, like bone mineral density
and others. Another protective factor on telomere
integrity is Mediterranean diet |50/,

TELOMERES AND SPERMATOZOIDS

On one hand, cells in germ line have telomerase
activity and long telomeres (13-20Kkb) [51,52]. On
the other hand, spermatozoa do not seem to
undergo the shortening that takes place in somatic
cells with age [41,42). A possibility is that telomerase
was more active in the testicles of older males. This
would explain why telomeres are longer than in

1040-872X Copyright « 2018 Wealters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

Table 1. Relotionship between different type of cells and
telomere length and telomerase activity

Stem cells t ¥ b
Mature germ cells i I None
Healthy somatic cells /e 1/1° None/ | @
Tumoral somatic cells 1 ] T

“Homatopoiatic, skir and intestine stem or stemlike cells

young individuals, ruling out any modification of
telomere length regulation during spermatogenesis
[53]. However, studies in mice models have shown
that the telomere length of adult stem cell shortens
with age [54], indicating that telomerase activity is
not sufficient to maintain the length found at young
ages and suggesting that the attrition of telomeres in
cells with active telomerase may happen at a slower
pace [22,19] (Table 1).

Some authors deny the theory of telomere reju-
venation inosperm by telomerase in older men's
testicles and have also demonstrated that telomere
lengthening in the sperm of these males is because
of the ALT pathway rather than to an increase in
telomerase |55 Others detend that it is because of
progressive transgencrational telomere crosion in
germ series, which could even occur with the influ-
ence of the temale germ series |56 58] However, in
murine models, whenever telomerase is activated at
the blastocyst stage, the telomere length of the
speciesis reset in the carly embryo [59,60], acquiring
the new organism a telomere length [18] that will
ensure at the least, the mean life span for the species
|22]. More studies are still needed to understand the
reason for this telomere lengthening of spermato-
zoids with age and its consequences for offspring,
which spells much controversy among rescarchers.

TELOMERE LENGTH AND INHERITANCE

If we consider that offspring receives half the chro-
mosome load of the spermatozoid, it would seem
logical to think that the length of paternal telomeres
would influence the telomere length of a new indi-
vidual’s cells. This hypothesis has been found in
many studies, which have observed that a longer
telomere length of older fathers” spermatozoids
influences offspring possessing cells with a long
telomere length [61,62]. It has been reported that
oftspring of older tathers have longer leukocyte
telomere length (L'TL), but it is related to increased
breast cancer of their daughters |63]. Paternal age of
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conception (PAC) is important for the telomere
length of offspring, which is more evident in some
animal species like primates, but a higher sperm
production rate could also have an influence
[64,65]. Whenever comparing the telomere length
of oocvtes and progenitor spermatozoids with the
zvgotes and embryos of the two generated cells, a
clear dependence of spermatozoids is seen, regard-
less of telomerase levels [66%]. In contrast, other
authors find that the zygote has shorter telomere
length compared with both, oocytes and the blasto-
cyst, which have telomerase activity and that
neither oocytes nor sperm make a significant con-
tribution to the telomere length of the offspring
[67,68]. The vast majority of studies confirm that
a positive relation exists between telomere length
and the feminine gender, being longer telomeres
found in women on average than in men. However,
other factors have been considered to explain this,
like exposure to estrogens or less exposure to free
radicals [69].

IMPLICATIONS FOR MALE FERTILITY

Numcrous studies have been conducted about the
relationship between telomeres and male tertility.
Indeed, the genome-stabilizing effect can be affected
by several genotoxic agents, such as chemotherapy
agents, as they reduce the telomere length of male
germ cells, which would subsequently become testic-
ularalterations, aswould seminal parameters, includ-
ing sperm DNA integrity and problems with oftspring
[70]. In populations ol infertile patients, spermato-
zoids have shorter telomere length than fertile pop-
ulations, but this shortening neither correlate with
the sperm concentration, mobility or morphology,
nor with the DNA fragmentation indices (DFL) in
spermatozoids [71]. Telomere shortening in infertile
patients is related to the telomeric RNA (TERRA) and
also with telomerase levels, measured by the catalytic
reverse transcriptase subunit  telomerase reverse
transcriptase (TERT)], although the relations between
TERRA and TERT do not vary [72]. These data and
others seem to indicate that both telomere length
and telomerase levels can be used as biomarkers of
male fertility as they are related with sperm concen-
tration and mobility, and with DFI [7%,6%,73].

Embryo quality rate and transplantable embryo
rate are related with the telomere length of sperma-
tozoids (STL), but pregnancy rates are not affected
[74]. A deteriorated reproduction capacity of older
men is determined by many factors, such as hor-
mone decline, oxidative stress, inflammatory and
immune diseases, sexual dystunctions, genome
instability, changes in diet, life style and telomere
shortening |75].
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The presence of a higher STL can have beneficial
effects on fertility, thus the use of spermatozoids
with a longer telomere length in an assisted repro-
duction technique (ART) could be one way of solv-
ing some infertility cases. Swim up and density
gradient techniques obtain spermatozoids with a
longer telomere length and a lower DFL Further-
more, no significant differences between both tech-
niques have been found [76]. However, more
rescarch is needed to further understand the impli-
cation of telomeres in male fertility in order to
improve the success of ART in obtaining high-qual-
ity embryos improving human tertility.

CONCLUSION

The search for the cause of certain reproductive
failures even in those men with normal spermo-
gram is constant within the field of reproductive
medicine.

The possibility that telomeres with other param-
cters allowed to establish new algorithms on the
diagnosis of male infertility could be applied to the
prognosis and treatment of this type of reproductive
problems. More studies are needed to establish the
intluence of telomeres on sperm quality and its
repercussions on fertility.

Personalized  reproduction  medicine  would
avoid treatment failures, minimizing adverse physi-
cal and  psychological side effects in patients
and reducing costs tor patients and health service
providers.
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