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La esterilidad afecta a casi un 20 % de las parejas en edad reproductiva. Este
fendmeno afecta a ambos sexos siendo el factor masculino responsable de la mitad
de los casos (WHO 2010) por lo que queda fuera de toda duda que el analisis de
las caracteristicas del semen es esencial en la valoracion de la pareja con

dificultades reproductivas (Morales R., et al 2007).

A pesar de los datos que brinda el espermograma para evaluar la calidad
espermatica, se estima que aproximadamente un 10 o 15 % de los varones estériles
presentan parametros del analisis espermatico dentro de rangos normales los
cuales podrian presentar defectos en el ADN de los espermatozoides (Smith R., et
al 2007).

Se ha considerado que el dafo del ADN espermatico es causa importante de
infertilidad y ha despertado particular interés debido al riesgo que implica la
transmision de defectos genéticos a la descendencia (Cortes-Gutiérrez El., et al
2007), en especial, cuando se utilizan técnicas de reproduccion asistida, donde no
es posible una seleccion espermatica que permita excluir espermatozoides con

dafo en su cbédigo genético (Smith R., et al 2007).

Esto ha llevado al desarrollo de numerosas técnicas para estudiar la integridad del
ADN espermatico, las cuales han reportado que altos porcentajes de fragmentacion
del ADN espermatico tienen un efecto negativo sobre las tasas de embarazo en

distintas técnicas de reproduccion asistida (Lewis S., et al 2008).

Diversos estudios han demostrado que los espermatozoides pueden exhibir una alta
tasa de dafio en el ADN y esta se acentua en condiciones patoldgicas que conducen
a la infertilidad (Smith R., et al 2007). De esta forma el uso de ciertos farmacos, la
contaminacion atmosférica, el tabaquismo, los episodios de fiebre alta, una
temperatura escrotal elevada, anomalias anatdmicas tales como el varicocele o una
edad avanzada contribuyen a incrementar las tasas de dario registrado en el ADN
espermatico (Ji BT. et al 1997) (Weber RF., et al 2005) (Enciso M., et al 2006).



La transferencia de la molécula del ADN integra e intacta desde el espermatozoide

al ovulo es crucial para conseguir una fecundacién con ciertas perspectivas de éxito.

Por todo lo anterior, nos dimos a la tarea de evaluar los resultados
reproductivos con el uso de distintas técnicas de reproduccién asistida en
pacientes que presentaron un incremento en la fragmentaciéon del ADN

espermatico.



ANTECEDENTES

El paso inicial en el diagnéstico de la infertilidad masculina se ha basado
tradicionalmente en el estudio convencional del semen. Sin embargo, hay
significativas limitaciones en cuanto a su capacidad para determinar los

mecanismos subyacentes que puedan causarla.

El examen microscopico del semen humano se introdujo como un medio para
determinar el potencial de fertilidad de un hombre cuando Van Leeuwenhoek inicié
la practica en el laboratorio de andrologia en 1677 (Schirren., 1972) (Menkveld R.,
2007).

Sin embargo, durante los ultimos afios, el analisis de los parametros convencionales
del semen ha sido objeto de duras criticas, caracterizandolo como " obsoleto”. Su
potencial diagnéstico fue cuestionado, sobre todo después de la introduccion de
técnicas de reproduccion asistida (ART) como la inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) (McDonough R., 1997). Sin embargo, la mayoria de los
expertos en el campo de la andrologia estan de acuerdo en que el analisis basico
del semen es y seguira siendo el paso inicial mas importante en la evaluacion de la

infertilidad masculina.

Segun las recomendaciones de la Asociacion Americana de Urologia (AUA) y la
Sociedad Americana de Medicina Reproductiva (ASRM), una evaluacién inicial
completa del vardn infértil debe incluir el registro de una historia médica y
reproductiva, un adecuado examen fisico y al menos dos analisis de semen (Nallella
KP et al., 2006) (Haidl G et al., 2008).

En 2010 la OMS publicé la quinta edicién del " Manual del Laboratorio para el
examen y el procesamiento del semen humano "
completamente revisada de las cuatro anteriores (1980, 1987, 1992, 1999) (WHO,
2010) (WHO, 1980) (WHO, 1999). Los valores de referencia se basan en muestras

analizadas, segun las directrices de la OMS, de 1953 hombres en nueve paises de

, que constituye una version

tres continentes que lograron el embarazo en 12 meses 0 menos.



El nuevo Manual proporciona la descripcion detallada de los métodos diagnosticos
y sus limitaciones (Jequier AM., 2010), incluyendo las opciones alternativas que
permiten a cada laboratorio elegir las pruebas necesarias a aplicar, de acuerdo a

sus particulares necesidades (Handelsman DJ., et al 2010).

Sin embargo, una gran limitacion a tener en cuenta es que la presencia de un valor
por debajo de los de referencia de por si no puede excluir la posibilidad de lograr un
embarazo o, en contraste, un espermograma "normal " no garantiza necesariamente

un potencial de fertilizacion satisfactorio (Nallella KP et al., 2006).

Se estima que aproximadamente el 15 % de los hombres con analisis de semen
normales son infértiles (Agarwal A et al., 2005) (Lewis SE et al., 2008), lo cual
demuestra claramente, la necesidad de aplicar pruebas mas sostificadas en vista
de precisar la etiologia funcional de la infertilidad masculina y su relacion con el

resultado reproductivo.

El estudio de la fragmentacion del ADN espermatico ha surgido como un potencial
causante del fracaso reproductivo masculino y su evaluacion ha sido sugerida como
un complemento util a la metodologia tradicional de evaluacion, especialmente

antes de la aplicacion de las técnicas de reproduccion asistida (ART).

Diversos estudios demostraron que la integridad del ADN de los espermatozoides
es un requisito necesario para que la fertilizacion normal tenga lugar asi como la
transmision paterna de la informacion genética a la descendencia (Benchaib M et
al., 2007). En consecuencia, una serie de técnicas se ha introducido en la practica
de laboratorio de rutina, con el objetivo de enriquecer la informacién del diagndstico

en relacion con las caracteristicas funcionales seminales (Muriel L et al., 2006).

A la luz de la evidencia acumulada de que el dafio en el ADN espermatico puede

estar ligado a resultados clinicos adversos, el examen de la integridad de la



cromatina espermatica surge como una nueva herramienta, potencialmente valiosa

en el arsenal diagnodstico del laboratorio de andrologia (Bungum M et al., 2011).

Se sabe que los espermatozoides con dafio en el ADN son capaces de fertilizar en
forma eficiente un 6vulo (Lopes S et al., 1998) (Aitken RJ et al., 1998). La capacidad
del ovocito humano y el embridn para reparar el dafo del ADN es, sin embargo,
poco entendida y el conocimiento disponible, actualmente se limita al estudio de una
serie de genes de expresion que muestran que tanto el ovocito como el embridon
estan equipados con mecanismos para hacer frente a posibles anomalias en el ADN
paterno (Wells D et al., 2005) (Gasca S., 2007).

En primer lugar, la capacidad de los ovocitos para iniciar la reparacion, en gran
medida, va a depender de la calidad citoplasmatica y gendmica del ovocito, la cual
se ve afectada drasticamente por la edad materna avanzada. En segundo lugar, la
calidad del ADN presente en un espermatozoide esta siendo cada vez mas
vinculado a la edad paterna (Wyrobek AJ et al., 2006) y esto puede exacerbar aun
mas la disminucion de la tasa de embarazo observada en las mujeres de edad
avanzada (Belloc S et al., 2008).

La presencia de dano en el ADN por encima de un umbral critico en los embriones
generados tanto en in vivo como in vitro se ha postulado como la explicacion para
el bloqueo observado después de la implantacion en embriones con un cariotipo
normal. Estudios recientes sugieren que este tipo de dafo se expresa durante /
después de la implantacion y se ha caracterizado como un “efecto paterno tardio”
(Tesarik J et al., 2004) (Borini A et al., 2006).

También hay indicios de que los altos niveles de dafio del ADN en una muestra de
esperma se relacionarian con la probabilidad de no obtener blastocitos (Seli E et al.,
2004).



Burrello et al sugieren que hay disociacién entre la calidad genémica de la célula
germinal y la remodelacion espermatica que tiene lugar durante el proceso de la
espermatogénesis. Es decir, que una célula germinal puede tener su nucleo
“perturbado” por apoptosis o ser aneuploide y, aun asi, el espermatozoide resultante

tendra una morfologia normal (Burrello N et al., 2004).

Por lo tanto, cuando un espermatozoide con morfologia normal se microinyecta para
realizar un ICSlI, no significa necesariamente que la calidad genémica también sea
normal. Se ha demostrado que en los hombres con oligozoospermia, la probabilidad
de que un espermatozoide con morfologia normal pueda ser aneuploide es mucho
mas alto que cuando el hombre presenta normozoospérmia (Burrello et al., 2004).
Esto probablemente esté relacionado con la detencidén de la maduracion lo cual se

asociaria con alteraciones meioticas.

A lo largo de las ultimas dos décadas se han introducido una serie de pruebas para
el analisis de la fragmentacion del ADN de los espermatozoides. Estas pruebas
incluyen: test TUNEL (Terminal dUTP Nick-End Labeling) (Gorczyca et al., 1993),
test ensayo cometa (Hughes C et al., 1996), test DBD-FISH (Breakage Deteccion —
Fluorescence In Situ Hibridization), test CMA3 (Chromomycin A3) (Manicardi GC.,
et al 1995), test Naranja de Acridina, test SCD (Sperm chromatin dispersién test)
(Fernandez JL., et al 2003) y SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) (Evenson
DP et al., 2002).

Lo cual ha dado lugar a un gran numero de estudios que demuestran resultados
sumamente diversos, variados y contradictorios. Revisando la literatura disponible
hay estudios que han demostrado que el elevado dafno del ADN del esperma tiene
una estrecha asociacion con numerosos eventos adversos, incluyendo la alteracion
en la fertilizacion, interrupcion en el desarrollo del embridén preimplantatorio, abortos
espontaneos y defectos del nacimiento en la descendencia (Evenson DP et al.,
2007) (Zini A et al., 2008) (Grifin DK et al., 1995) (Carrell DT et al., 2003).
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Otros estudios indican que los espermatozoides con dafio del ADN pueden fecundar
los ovocitos con éxito y dar lugar a una buena calidad de embrionaria que
posteriormente se traducen en la pérdida temprana del embarazo (Morris ID et al.,
2002) (Twigg JP et al., 1998) (Tesarik J et al., 2004).

Sin embargo, algunos estudios (Aitken RJ et al., 1998) (Gandini L et al., 2004) s6lo
encuentran un efecto modesto sobre la concepcion en las tasas de FIV convencional
y poco, si algun, efecto con la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI) (Bungum M et al., 2004) (Lin MH et al., 2008) (Gandini L et al., 2004) (Collins
JA et al., 2008).

Una relacién inversa se ha informado entre la probabilidad de lograr un embarazo
ya sea por coito natural o mediante la aplicacion de técnicas de reproduccion
asistida (ART) y la presencia de elevados niveles de fragmentacion del ADN
espermatico (Lewis SE et al., 2008) (Muriel L et al., 2006) (Fraser L et al., 2004)
(Brugnon F., et al 2006).

Aunque un limite superior para predecir un embarazo es aun objeto de debate (Lin
MH et al., 2008) (Collins JA et al., 2008), el valor predictivo de las pruebas de
fragmentacién del ADN parece ser mayor para la concepcion natural e inseminacion
intrauterina (IlU) (Sakkas D et al.,, 2010) En general, las muestras con baja
fragmentacién del ADN presentan mayor probabilidad de embarazo exitoso de
origen natural (6,5 a 10,0 veces) o después de la IlU (7,0 a 8,7 veces), en
comparacion a la FIV estandar (=2 veces) e ICSI (=1.5 veces) en muestras que
presentan un elevado dafio del ADN (Benchaib M et al., 2007) (Wyrobek AJ et
al.,2006).

Esta correlacion no siempre se encuentra de manera estadisticamente significativa,
pero la tendencia ha sido confirmada por numerosos estudios que demuestran que
una elevada fragmentacion del ADN espermatico es un factor deletéreo para lograr

y mantener embarazos (Benchaib M et al., 2007). La pérdida recurrente del

11



embarazo se asocia con una variedad de anomalias gendmicas, incluyendo la
fragmentacion de ADN espermatico (Lewis SE et al., 2008). Un aumento de hasta
cuatro veces en el riesgo de aborto espontaneo ha sido reportado en FIV e ICSI en
aquellos casos con elevada fragmentacion del ADN (Spano M et al.,, 2005)
(Benchaib M et al., 2007) (Acharyya S et al., 2005).

Por otra parte el dafo en el ADN paterno debido a la exposicion ocupacional por
metales, disolventes, pesticidas o fumar se ha relacionado con defectos de
nacimiento, enfermedades infantiles o incluso cancer (Acharyya S et al., 2005).
Recientemente, un aumento de la incidencia de enfermedades genéticas, como la
esquizofrenia, acondroplasia y el sindrome de Apert ha sido reportado en los nifios
nacidos de los hombres de edad avanzada con altos niveles de dafio en el ADN

espermatico (Lewis SE et al., 2008).

La identificacién de subgrupos especificos dentro de los pacientes infértiles que
podria beneficiarse con el diagndstico a partir de las pruebas que evaluan la
fragmentacién del ADN espermatico probablemente serian los hombres afectados
por infertilidad idiopatica (Qui Y., et al 2008), los pacientes con cancer testicular en
la enfermedad de Hodgkin en particular después de la quimioterapia y/o radioterapia
(Alvarez JG et al.,, 2003), hombres portadores de una anomalia cromosémica
estructural (Perrin A et al., 2009), los hombres infértiles con bajas tasas de gestacion
y baja calidad embrionaria en ART (Muriel L et al., 2006), los hombres que presentan
anomalias morfolégicas graves como por ej. teratozoospermia o globozoospermia
(Machev N et al., 2005), los casos seleccionados afectados por fuentes potenciales
de dano en el ADN tales como varicocele (French DB et al.,, 2008), aborto
espontaneo (Zini A., 2008) y procesos inflamatorios o infecciosos del tracto genital
(Benchaib M et al., 2007).

El examen preciso y detallado del dafio en el ADN espermatico en pacientes
cuidadosamente seleccionados, en combinacion con la evaluacion convencional del

semen podria desempefiar un papel de suma importancia, ya sea para la prevenciéon

12



o la correccién de patologias subyacentes en la evaluacidn previa a la realizacion
de las TRA (Benchaib M et al., 2007) (Aitken RJ., 2010).

13



Ochenta y cinco por ciento de las parejas son capaces de concebir después de un
afo de relaciones sexuales sin proteccion; el 15 % restante no lo logra (Lipshultz L.,
1997). De estos ultimos, en aproximadamente 30 %, el factor masculino es
responsable por si solo y en 20 %, existe combinacion con el femenino; por lo tanto,
el factor masculino esta involucrado en casi la mitad de los casos que acuden a
consulta por problemas de fertilidad (Wong WY ., 2000).

Tradicionalmente la evaluacion de la pareja infértil se inicia después de un afo de
intentos, hoy en dia este patrén ha sido modificado en vista de que muchas parejas
inician su descendencia tardiamente por cuestiones no médicas. De ahi que el
especialista deba comenzar el estudio del hombre en el momento de la primera

consulta.

El manejo debe iniciarse con la historia clinica y el examen fisico, seguido por los

examenes de laboratorio pertinentes.

La historia clinica debe ser lo mas completa posible permitiendo la investigacion de
factores de riesgo para la infertilidad. En efecto, excepto causas especificas, una

patologia general puede repercutir en la espermatogénesis.

En lo que respecta a la exploracion fisica esta debe ser completa examinando pene,
testiculos, epididimo y conductos deferentes y observando la normalidad de los

caracteres sexuales secundarios.

De primera intencion el analisis del semen es la prueba mas importante en el inicio
del diagnéstico de la infertilidad masculina y debe ser necesariamente realizado por
técnicos entrenados para asegurar la confiabilidad de sus resultados. Un
espermograma basico debe incluir un analisis fisico o macroscépico y un estudio
microscopico. Para la correcta interpretacion del resultado, el espermograma debe

contener la informacion referente a la obtencion de la muestra y al tiempo de

14



abstinencia sexual previo a la recoleccion de la muestra. Generalmente se
recomienda de 3 a 6 dias de abstinencia y la forma de recoleccion mas

recomendada es la masturbacion. Los indices normales se muestran el Tabla I.

Tabla I. indices de normalidad del semen (WHO, 2010).

Volumen (mL) 1.5 (1.4-1.7)
N° total de espermatozoides (10 ¢ por eyaculado) 39 (33-46)
Concentracién (10 ¢ por mL) 15 (12-16)
Motilidad total (Progresiva y no progresiva, %) 40 (38-42)
Motilidad progresiva (Progresiva, %) 32 (31-34)
Vitalidad (Espermatozoides vivos, %) 58 (55-63)
Morfologia (Formas normales, %) 4 (3-4)

pH >7.2
Leucocitos peroxidasa-positivos (10 ¢ por mL) <1.0
Prueba de MAR (Espermatozoides motiles con particulas fijas, %) <50
Prueba de microesferas con inmunoglobulinas <50
(Espermatozoides con microesferas fijas %)

Zinc seminal (umol/eyaculado) > 24
Fructuosa seminal (umol/eyaculado) >1.3
Glucosidasa neutra seminal (mU/eyaculado) >20

(Correspondientes al 5° centil con intervalo de confianza de 95 %)

MAR test: Mixed agglutination reaction test

El examen basico de semen (Tabla Il) comprende la evaluacién de sus
caracteristicas fisicoquimicas (volumen, pH, viscosidad, aglutinacion), aspectos
citomorfolégicos (concentracion y grados de movilidad espermatica, morfologia por
criterios estrictos, leucocistospermia), aspectos funcionales (vitalidad, integridad de
membranas), presencia de anticuerpos antiespermaticos (inmunoesferas, MAR
test), estudios microbiolégico (espermocultivo y pruebas de sensibilidad,
anticuerpos seminales anti-Chlamydia trachomatis, determinacion de Mycoplasma

y Ureaplasma) y de marcadores glandulares (fructuosa, alfa glucosidasa).

15



Asimismo, se han incluido otras pruebas, como la recuperacion de espermatozoides

moviles (REM), que poseen valor prondstico y potencial terapéutico a la vez.

La evaluacion seminal se realiza para identificar causas de infertilidad, y poder
predecir o detectar cambios en el potencial de fecundacioén. Sin embargo, estos
objetivos no son facilmente alcanzables, ya que el éxito para la prediccion de
fertilidad esta limitado por las caracteristicas del espermatozoide, el proceso mismo
de la fecundacion, que es complejo y multifactorial, y por los ensayos para evaluar

la calidad espermatica in vitro.

Tabla Il. Examen basico de semen.

Caracteristicas del plasma seminal Biofisicas ( Volumen, viscosidad)
Bioquimicas (pH, marcadores glandulares:
fructuosa, alfa glucosidasa)

Caracteristicas de los espermatozoides Concentracion
Movilidad
Morfologia (criterios estrictos)

Vitalidad (coloraciones vitales, HOST)
Separacion de fraccion movil tipo alfa

Identificacion de células seminales Leucocitos seminales

Células germinales inmaduras
Inmunolégicas Anticuerpos anti espermaticos
Microbioldgicas Cultivo seminal

Anticuerpo anti-Chlamydia.-trachomatis
Funcionalidad de los espermatozoides Reaccién acrosomica

Unién a zona pelucida
Penetracion espermatica
EROS

Integridad del ADN

Coagulacion:

El semen se emite en estado liquido pero rapidamente se transforma en un estado
semisolido. La coagulacion se produce por efecto de la semenogelina, producida en

las vesiculas seminales.
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Licuefaccion:

Se produce por accion de la serin- proteasa denominada antigeno prostatico
especifico (PSA) en cuya activacion interviene la kalikreina glandular humana 2 y el
zinc del fluido prostatico. Ademas del PSA, otros factores influyen en la licuefaccién
del coagulo. Normalmente toma 15 minutos a temperatura ambiente aunque

raramente puede tomar hasta 60 minutos o mas (WHO, 2010).

La adecuada licuefaccién es indicativa de un normal funcionamiento prostatico

(Jorgensen, 2001).
Viscosidad:

Tras la licuefaccion, la viscosidad de la muestra puede estimarse aspirandolo
gentilmente en una pipeta de aproximadamente 1.5 mm de diametro, y permitiendo
que caiga por gravedad observando la longitud del filamento. Una muestra normal
deja la pipeta en pequefas gotas. Si la viscosidad es anormal, la gota formara un
hilo > 2 centimetros (WHO, 2010).

Volumen:

El volumen normal del eyaculado tras 3 a 5 dias de abstinencia es de 1.5 a 6 ml. El
liquido seminal es producido fundamentalmente por las vesiculas seminales y la
préstata con una pequefia cantidad procedente de las glandulas bulbouretrales y el

epididimo.
pH Seminal:

El pH del semen refleja el balance entre los valores de pH de las diferentes
secreciones glandulares, principalmente la secrecion alcalina de las vesiculas

seminales y la secrecion acida de la préstata

Aglutinacion:

Se considera que hay aglutinacion cuando los espermatozoides mdviles estan
unidos entre si por la cabeza o por la cola, bien por la cabeza con la cola.

17



La adherencia de espermatozoides inmodviles uno con otro, o espermatozoides
moviles a fibras de mocos, otras células o residuos celulares se considera

agregacion no especifica (WHO, 2010).

El estudio de la aglutinacion se hace a 10 aumentos, examinando al menos 10
campos. Si se observan grupos de espermatozoides unidos entre si, se deben

analizar a 40 aumentos con el fin de discriminar entre aglutinacion y agregacion.

La aglutinacion puede sugerir infertilidad de origen inmunitario, pero su presencia
no indica necesariamente la existencia de trastornos inmunitarios. Para descartar
un posible origen inmunitario, se debe realizar una prueba inmunoldgica, como
puede ser la prueba de reaccion de antiglobulinas mixta (Mixed Antiglobulin
Reaction Test, MAR test). Esta prueba consiste en mezclar la muestra seminal en
fresco no tratada con particulas de latex recubiertas con anticuerpos
antiespermatozoides humanos (IgG O IgA). A esta mezcla se le ainade un antisuero
anti-lg G monoespecifico humano. La formacion de aglutinados entre particulas y
espermatozoides moviles indica la presencia de anticuerpos antiespermatozides
IgG o IgA.

Conteo Espermatico:

El limite inferior de referencia para concentracion espermatica es 15 x 106
espermatozoides por mililitro. El limite de referencia para espermatozoides totales

es 39 x 10° por eyaculado.

Para realizar el recuento espermatico es recomendable utilizar una camara
hemocitométrica. La camara de Neubauer se ha definido como el patrén oro de las
camaras para el recuento espermatico, aunque la camara de Makler es la mas

utilizada en la practica rutinaria.

Motilidad espermatica:

Se gradua como sigue:

a) Motilidad progresiva (PR): Espermatozoides moviéndose activamente, ya

sea lineal o en circulos grandes, sin importar la velocidad.
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b) Motilidad No-progresiva (NP): Todos los demas patrones de motilidad con

ausencia de progresion.
¢) Inmovilidad (IM): Sin movimiento.

El limite bajo para motilidad total (PR+NP) es 40%. El limite bajo de referencia para

motilidad progresiva (PR) es 32%.

Morfologia:

Existe una gran variabilidad en la morfologia espermatica, lo que dificulta establecer
cual es la apariencia normal de los espermatozoides con capacidad fertilizante. Los
criterios establecidos para definir un espermatozoide como normal se basa en los
criterios estrictos de Kruger. Cualquier forma bordeline debe ser considerado como
anormal. Sin embrago, el amplio espectro de formas de espermatozoide convierte
en dificil establecer una linea clara entre espermatozoide normal y bordeline. Asi
uno de los problemas a la hora de evaluar morfologia espermatica es la

reproductibilidad interobservador.

En el ultimo manual de la OMS, el valor inferior de referencia para las formas
normales es de 4 %, lo que hace pensar que la morfologia espermatica es cada vez
menos considerada como un factor relevante en la capacidad de fecundacion de

una muestra de semen.

Figura |. Defectos morfologicos en los espermatozoides (WHO 2010)
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Adapted from Kruger et al., 1993 and reproduced by permission of MO Medical.

Vitalidad:

Es de especial importancia para muestras con menos de 40% de espermatozoides

moviles progresivos.

El porcentaje de espermatozoides vivos es establecido identificando aquellos con
una membrana intacta, por tincion o inflamacion hipoténica. En la siguiente figura,
se aprecia un frotis con Eosina—nigrosina, donde se puede observar en Optica de
luz. Los espermatozoides con cabeza roja (D1) o rosa oscuro (D2) son considerados
muertos, mientras que aquellos con cabeza blanca (L) o rosa palido son

considerados vivos (membrana intacta) (WHO, 2010).
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Con base a las alteraciones en los indices del analisis del semen se muestra la

nomenclatura en el Tabla Ill.

Tabla Ill. Nomenclatura de los indices del analisis del semen (WHO 2010)

Normozoospermia

Oligozoospermia

Astenozoospermia

Teratozoospermia

Oligoastenoteratozoospermia

Azoospermia

Aspermia

Numero de espermatozoides totales, de mdviles progresivos y de
morfolégicamente normales, igual o por encima de los limites de
referencia inferior establecidos

Numero de espermatozoides totales por debajo del limite de
referencia inferior
Numero de espermatozoides moviles progresivos por debajo del

limite de referencia inferior

Porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales por
debajo del limite inferior de referencia

Es una combinacion de las tres anteriores

Ausencia de espermatozoides en el eyaculado

Sin eyaculado
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Criptozoospermia Espermatozoides ausentes en la preparacion en fresco pero

observables en el sedimento del semen centrifugado

Necrozoospermia Espermatozoides que no son viables (mas del 75%)

Hipospermia Volumen del semen < 1.5 mL

Hiperespermia Volumen de semen > 5.5 mL

Piospermia Leucocitos presentes en el eyaculado por arriba del limite inferior
establecido

Hemospermia Presencia de eritrocitos en el eyaculado

La formacién de los espermatozoides maduros es un proceso complejo, el cual
comprende una serie de divisiones mitéticas y meioticas, cambios en la arquitectura
citoplasmatica, la sustitucion de histonas por protaminas, las cuales son ricas en
arginina y poseen residuos de cisteina que forman enlaces de disulfuro que

confieren un alto grado de compactacion a la cromatina espermatica madura.

El empaquetamiento de la cromatina de las células espermaticas es completamente
diferente al de las células somaticas (Ward, 1993) (Barone et al.,, 1994). El
empaquetamiento del ADN dentro del nucleo espermatico de mamiferos representa

uno de los casos mas extremos de organizacion del ADN.
La cromatina espermatica de los mamiferos se divide en tres dominios estructurales:

v" El ADN que se encuentra enrollado en toroides por medio de protaminas y
que representa la mayor parte del ADN espermatico.
v" ElI ADN que permanece unido a histonas, que constituye un porcentaje
mucho menor (2-15 %).
v" ElI ADN que se une a la matriz extracelular espermatica en las regiones de
anclaje a la matriz (MARs) a intervalos regulares de aproximadamente 50 kb.
De acuerdo a Sakkas y col los espermatozoides humanos contienen altos
porcentajes de protaminas, mas del 85%, las cuales poseen la mitad del peso
molecular de las histonas por lo cual el ADN de los espermatozoides se encuentra

seis veces mas compactado que el del cromosoma mitético y se organiza en bucles
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de menor tamafo que los de las células somaticas. Todo lo anterior le confiere al

espermatozoide una estructura muy estable y rigida.

La mayoria de las técnicas existentes para el estudio de cualquier peculiaridad en
este tipo celular debera sortear esta barrera fisica (Manicardi., et al 1995)
(Gosalvez., et al 2007).

El analisis de las caracteristicas del semen sigue siendo la prueba clinica de
laboratorio mas importante que se dispone para la evaluacion del factor masculino
y es esencial en la valoracion de la pareja con problemas reproductivos. La
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2010) establecié una serie de parametros
basicos que se deben analizar en el estudio del factor masculino de forma rutinaria;
aun asi, se estima que aproximadamente un 10 a 15 % de los varones estériles

presentan parametros seminales dentro de rangos normales (Morales y col., 2007).

En busca de nuevos parametros que permitan discriminar mejor entre pacientes
fértiles e infértiles y que sirvan para predecir entre los resultados en reproduccion,
surge el estudio de la integridad del ADN espermatico. La fecundacion implica la
interaccion directa entre el ovulo y el espermatozoide, la fusién de las membranas
celulares y la uniéon de los genomas de los gametos masculino y femenino v,
obviamente, la integridad del ADN y la cromatina espermatica son esenciales para
la correcta transmision de la informacion genética a las siguientes generaciones.
Hay multitud de evidencias que indican que anomalias en la cromatina o el dafio en
el ADN podrian influir en la infertilidad masculina y que los hombres infértiles tienen
una mayor proporcidn de células espermaticas con el DNA fragmentado que los
controles fértiles (Irvine et al., 2000) (Saleh et al., 2002) (Zini & Libman., 2006).

En las ultimas décadas ha aumentado el interés en el estudio de la calidad del ADN
de los espermatozoides, debido especialmente al uso, cada vez mas frecuente, de
técnicas de reproduccion asistida. El uso de procedimientos, como la ICSI, que
pasan por alto las barreras de la seleccién natural de espermatozoides para la
fecundacion, ha hecho que se tome conciencia de la posibilidad de transmisién de
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enfermedades genéticas (Cox GF et al., 2002) (Lewis SE et al., 2008).Una mayor
incidencia de malformaciones y enfermedades se han encontrado en los hijos de
parejas con subfertilidad (> 12 meses hasta lograr la concepcidén) ya sea por
reproduccion asistida (ART) o inclusive, concebidos espontdneamente. Debido a
que una elevada fragmentacion del ADN espermatico es mas frecuente en estas
parejas, el ADN dafiado puede ser un factor que contribuye a las anormalidades en
algunos de estos casos (Basatemur E et al., 2008). Los canceres infantiles como la
leucemia, asi como el autismo se han asociado con pobre integridad del ADN de
esperma, y se encontro que estos efectos se relacionan con la influencia del habito
tabaquico de los hombres (Aitken RJ et al., 2007) (Ji BT et al., 1997) (Sorahan T et
al., 1997).

La rotura de la hebra de ADN en los espermatozoides se atribuye a distintos
motivos, pero basicamente se han propuestos tres hipotesis para explicar como se

produce este dafio en el acido desoxirribonucleico:

v' Defectos en la remodelacién de la cromatina espermatica
v’ Estrés oxidativo

v' Apoptosis

Defectos en la remodelacion de la cromatina espermatica.

El complejo proceso de intercambio de histonas por protaminas, que tiene lugar
durante la espermiogénesis, requiere que se produzcan roturas a lo largo de la
cadena de ADN para eliminar el estrés torsional que resulta de la eliminacion de
histonas y la perdida de los nucleosomas (McPherson & Longo. 1992) (Sakkas et
al., 1995) (Levesque et al., 1998) (Meyer-Ficca et al., 2005). Es necesario que este
proceso sea regulado de manera estricta para asegurar que todas las roturas sean

reparadas de manera correcta (Meyer-Ficca et al., 2005) (Meyer-Ficca et al., 2011).
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Varios autores han postulado que si la espermatogénesis se ve alterada por
cualquier razon, las roturas creadas para eliminar el estrés torsional podrian quedar
sin reparar y el espermatozoide, carente de capacidad de reparacion por si mismo,
seria liberado del epitelio germinal llevando estas roturas en el ADN (Ward &
Coffey., 1991) (Sakkas et al., 1999) (Agarwal & Said., 2003).

Estrés oxidativo

Esta hipotesis propone que la fragmentacion del ADN podria ser consecuencia del
estrés oxidativo en el tracto reproductivo masculino. El estrés oxidativo celular es la
consecuencia de un desequilibrio entre la producciéon de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y los mecanismos de defensa que posee la célula. Las ROS son
agentes oxidantes generados como resultado del metabolismo del oxigeno que
incluye radicales (moléculas altamente inestables por poseer un electron
desapareado) y no radicales. Pueden oxidar rapidamente otras biomoléculas
cercanas ejerciendo una influencia, positiva o negativa, sobre su funcién celular
normal. Entre las ROS se encuentra el hidroxilo (OH), el anidén superdxido y el
peroxido de hidrégeno (H202). Las especies reactivas de nitrogeno (RNS) como el
oxido nitrico y peroxinitrito, también son consideradas una subclase de ROS
(Darley-Usmar et al., 1995).

Cuando las células germinales masculinas se estan diferenciando en los testiculos,
son muy sensibles al estrés oxidativo y dependen en gran medida de la proteccion
que ofrecen las células de Sertoli, las cuales poseen altos niveles de actividad

superoxido dismutasa asi como actividad reductasa, transferasa y peroxidasa.

Una vez que los espermatozoides son liberados del epitelio germinal, ya no pueden
beneficiarse de la capacidad defensora de las células de Sertoli y, como células

aisladas, los espermatozoides son muy vulnerables al estrés oxidativo.

Una de las razones por las que los espermatozoides de mamiferos son tan
vulnerables al estrés oxidativo es que, justo antes de ser liberados del epitelio
germinal, se despojan de la mayoria de su citoplasma, en el cual se encuentran la

mayoria de las enzimas oxidantes que protegen a estas células del estrés oxidativo.

25



Debido a esta carencia de proteccion intrinseca contra el estrés oxidativo, estas
células son muy dependientes de las propiedades antioxidantes del liquido seminal
en el que se encuentran. Es por esta razén que el liquido seminal es uno de los
medios antioxidantes mas poderosos que se conocen y contiene formas muy

especializadas de enzimas antioxidantes.

A pesar de la inherente vulnerabilidad al ataque oxidativo, los espermatozoides
también generan ROS. El propdsito de la generacion de estas ROS parece ser la
regulacion de procesos bioldgicos criticos, como es la capacitacion, sin los cuales
la fecundacién seria imposible. Los espermatozoides de mamiferos son eyaculados
en un estado inmaduro, sin capacidad para fecundar. Sin embargo cuando estas
células ascienden por el tracto genital femenino, son transformadas fisiolégicamente
mediante el proceso de capacitacion, de manera que se vuelven competentes para
reconocer el ovocito e iniciar la compleja cascada de interacciones celulares que
resultan en la fecundacion. Una vez capacitados, los espermatozoides son capaces
de unirse a la zona pelucida del ovocito. Hay muchas evidencias que sugieren que
el espermatozoide necesita pequefias cantidades de ROS para que la capacitacion,
hiperactivacién y la reaccién acrosomica tengan lugar (de Lamirande & Gagnon.
1995) (de Lamirande 1997).

Sin embargo, las ROS deben ser continuamente inactivadas para mantener sélo
esa pequefa cantidad necesaria para preservar la funcion celular. Una excesiva
generacion de ROS en el semen puede causar modificaciones quimicas en el ADN
espermatico nuclear, asi como dafar proteinas y lipidos de las membranas
plasmaticas y mitocondrial. La membrana plasmatica es particularmente vulnerable
al estrés oxidativo, ya que es muy rica en acidos grasos poliinsaturados, los cuales
son muy sensibles a la oxidacion y a otras modificaciones quimicas y estructurales
(Jones et al 1979).

Las ROS modifican la membrana plasmatica del espermatozoide alterando su
fluidez. Esto da lugar a una pérdida de la motilidad y afecta los eventos de fusion de

la membrana, como la reaccion acrosémica y la fusién del espermatozoide-ovocito
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(Aitken el al., 1989). También se ha demostrado que las ROS causan dafio en el

ADN espermatico, tanto nuclear como mitocondrial (Sawyer et al., 2003).
Los principales tipos de lesiones producidas en el ADN espermatico son:

v Roturas de ADN en cadena sencilla o de cadena doble,
v Perdida de una base,

v" Modificacién quimica de las bases, por ejemplo oxidacion o alquilacion,
v Entrecruzamiento del ADN entre o intra-cadena

v Entrecruzamiento ADN-proteina (Gharagozloo & Aitken 2011).

Una de las modificaciones del ADN mas frecuentes es la hidroxilacion de la guanina
en el carbono 8 para dar lugar a un 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanina (8-
oxoguanina o 8-o0xoG). , la cual es considerada como marcador de dafo oxidativo
(Breen & Murphy., 1995) (Kasai. 1997).

Las principales fuentes de ROS en el plasma seminal son los leucocitos (Aitken et
al., 1994) (Aitken & Baker., 1995) y los espermatozoides inmaduros (Gomez el al.
1996). Las muestras de semen pueden estar contaminadas con leucocitos
principalmente neutroéfilos y macréfagos. Los neutrdéfilos activados generan grandes
cantidades de ROS, particularmente el anién superoxido y el perdxido de hidrégeno
(Gharagozloo & Aitken 2011). Por otro lado, los espermatozoides inmaduros que
contienen gotas citoplasmaticas, como resultado de un fallo en la espermiogénesis,

también generan grandes cantidades de ROS (Gémez et al., 1996).

Numerosos autores han publicado que existe un aumento significativo en la
actividad de las ROS en los espermatozoides humanos en varios tipos de infertilidad
(Aitken & Clarkson., 1987), (Aitken et al., 1989), (D’Agata et al., 1990), (Aitken et al.,
1991), (Aitken et al., 1992), (lwasaki & Ganon., 1992), (Zini et al., 1993), (de
Lamirande & Gagnon., 1995), (Sharma & Agarwal., 1996), (Kodama et al., 1997),
(Shenetal., 1999). Y es universalmente aceptado que el exceso de ROS contribuye

significativamente al dafo en el ADN espermatico y a la peroxidaciéon lipidica
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(Alvarez et al., 1987), (Hughes et al 1996), (Aitken & De luliis., 2010), (Aitken et al.,
2010), (Gharagozloo & Aitken 2011).

Apoptosis

La apoptosis es un modo de muerte celular programada basada en un mecanismo
genético que induce una serie de alteraciones celulares, morfolégicas vy

bioquimicas, que llevan a la muerte celular (Nagata 1997).

La tercera hipodtesis acerca del origen del dafio en el ADN de los espermatozoides
humanos sugiere que este dafio es el resultado de un mecanismo apoptético que
se inicia en la espermiogénesis pero que no se puede completar debido a que la
extrema remodelacion de la cromatina que sufren las células germinales durante la
espermiogenesis, elimina la maquinaria intracelular necesaria para llevar a cabo la
muerte celular (Sakkas et al., 2002).

El hecho de que los espermatozoides sean células transcripcional vy
traduccionalmente inactivas significa que no pueden llevar a cabo un mecanismo
apoptético convencional. Sin embargo, hay numerosas publicaciones que
demuestran que estas células pueden exhibir muchas de las caracteristicas de
apoptosis, incluyendo activacion de las caspasas 1, 3, 8 y 9; externalizacién de
fosfatidil serina y generacion mitocondrial de ROS (Barroso el al., 2000), (Paasch et
al., 2004), (Grunewald et al., 2009).

Esta teoria ha sido bastante controvertida ya que, aunque la presencia de estos
marcadores apoptoticos en espermatozoides maduros, particularmente frecuentes
en hombres infértiles, se asocia con una pérdida de la funcion del espermatozoide
(Zhang et al., 2008), no parece correlacionarse con la presencia de fragmentacion
de ADN (Muratori et al., 2000), (Sakkas et al., 2002), (Mc Vicar el al., 2004),
(Moustafa et al., 2004), (Paasch et al., 2004).

Estas tres hipdtesis que se exponen para explicar el origen del dafio en el ADN

espermatico no tienen por qué ser excluyentes y cada uno de estos mecanismos
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podria contribuir en mayor o menor medida al dafio del ADN observado en muestras

espermaticas.

Es asi que la exposicidon a factores genéticos, ambientales, ocupacionales, habitos
téxicos y ciertas patologias como el varicocele se asocian también con un mayor

dafo en el ADN espermatico.

Estudios demuestran que la seleccion natural de espermatozoides mediante la
capacitacién espermatica en varones fumadores esta comprometida, lo que puede
resultar finalmente en embriones de peor calidad y tasas de embarazo menores
(Viloria 2007).

Dentro de las infecciones de transmision sexual, Chlamydia trachomatis se
considera la infeccién mas frecuente en el mundo asociada a diversos efectos sobre
el proceso reproductivo (Vincelette, 1999). La Organizacién mundial de la Salud

(OMS) estima que su incidencia es de 50 millones de caso por afio (WHO, 2010).

Existen evidencias contradictorias acerca de la influencia de Chlamydia trachomatis
en la calidad espermatica. Un gran numero de estudios en vivo han sugerido que
esta infeccion no se asocia con una alteracion en los parametros seminales
(Weidner., 1996) (Habermann & Krause., 1999) (Vigil., 2002) (Barbeyrac., 2006)
(Gunyeli., 2011). Otros, sin embargo, encuentran una correlacion significativa entre
la infeccién por Chlamydia y un descenso en la motilidad (Cengiz., 1997) (Gdoura,
2001) (Veznik.,, 2002) (Bezold., 2007) y una reduccion significativa de la
concentracion y la morfologia (Cengiz., 1997) (Veznik., 2002).

En cambio los estudios en vitro ofrecen datos mas esclarecedores demostrando que
la infeccion por Chlamydia produce un descenso significativo en el numero de
espermatozoides moéviles y da lugar a apoptosis (Hosseinzadeh., 2001) (Satta.,
2006) (Eley., 2005).

El varicocele, por su parte, se considera la causa mas comun y corregible de
infertilidad masculina, en el cual se ha implicado que el estrés oxidativo es uno de
los agentes causales de la disfuncion espermatica en estos pacientes (Martinez.,
2004). En esta situacion, la producciéon de ROS puede sobrepasar la capacidad
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antioxidante total y originar estrés oxidativo, (Aitken., 1989) (Alkan., 2001) que
conduce a una funcion espermatica defectuosa y disminucion de la movilidad
(Aitken., 1987) (Alvarez, 1987) (Allamameni SS., 2004).

Se han encontrado concentraciones de ROS mas elevadas en pacientes fértiles o
infértiles con varicocele que en aquellos sin varicocele (Weese., 1993). Un ROS que
se incrementa notablemente en pacientes afectados por varicocele es 6xido nitrico.
En condiciones normales, el oxido nitrico regula la motilidad de los
espermatozoides, pero en altas concentraciones se torna altamente toxico. En
pacientes con varicocele se han encontrado niveles de 6xido nitrico 25 veces
mayores en la vena espermatica comprometida que en sangre periférica (Martinez.,
2004).

En cuanto a sustancias espermotoxicas y protectoras como los antioxidantes, un
estudio llevado a cabo por Mostafa y col. demostrd una disminucion de sustancias
espermotoxicas: malondialdehido (MDA), peréxido de hidréogeno (H202) y oxido
nitrico; y un incremento de los niveles de antioxidantes: vitaminas C y E, catalasa,
albumina superoxido dismutasa, entre los 3 y 6 meses posteriores a la cura

operatoria del varicocele (Mostafa., 2001).
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Figura I. Ensayo SCD en un individuo con varicocele. La frecuencia de células sin

halo y degradas es alto, reflejando un grado elevado de dafio nuclear.

TECNICAS DE EVALUACION DEL DANO NUCLEAR DEL ACIDO
DESOXIRRIBONUCLEICO DEL ESPERMATOZOIDE

ENSAYO COMETA

Este ensayo es una adaptacién de la electroforesis de DNA desnudo, comunmente
utilizado en biologia molecular, al campo de la biologia celular. La idea es que el
DNA de un nucleo desproteinizado que contenga roturas en sus cadenas de DNA,
estara mas libre para ser movilizado hacia el polo positivo, cuando este se someta
a un campo eléctrico. La metodologia consiste en incluir una muestra de
espermatozoides en un microgel de agarosa sobre un portaobjetos y someterlo a
una solucion de lisis que contenga reductor de los grupos sulfidrilo que se
encuentran en las protaminas del espermatozoide. Tras la electroforesis, el microgel

se tifle con sustancias fluorescentes del tipo DAPI (4,6 diamidino-2-phenylindole),
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IP (loduro de Propidio) o SYBR-GREEN (Synergy Brand). De esta forma el ADN
fragmentado se desplaza generando una imagen similar a un cometa. Aquellos
espermatozoides con su DNA integro no generan o solo producen imagenes de
discretas colas de cometa, mientras que aquellos nucleos que tienen su ADN

dafado muestran un claro desplazamiento de los multiples fragmentos de DNA.

El mayor inconveniente de este Ensayo es que requiere un material de uso no
comun en un laboratorio de andrologia, como son fuentes de electroforesis para
ADN vy para la interpretacion de los resultados se requiere un observador con
experiencia o bien un software especifico para que la prueba tenga cierta

objetividad.

ESPERMATOZOIDE
CON DNA NO FRAGMENTADO

ESPERMATOZOIDE
CON DNA FRAGMENTADO

Figura Il. Visualizacion de la integridad del DNA mediante el ensayo de cometas.
Los espermatozoides que representan ADN fragmentado (parte inferior de la figura)
muestran un claro desplazamiento de los fragmentos de DNA al ser sometidos a la
accion de un campo eléctrico. Este no se aprecia en los nucleos que mantienen el

DNA integro (parte superior de la figura).
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ENSAYO DE LA ESTRUCTURA DE LA CROMATINA ESPERMATICA

El ensayo de la estructura de la cromatina espermatica (sperm chromatin structure
assay, SCSA) es una técnica fluorocitométrica que identifica espermatozoides con
defectos en el empaquetamiento de la cromatina, utilizando la tincién de naranja de
acridina, la cual es fluorescente y permeable en la célula, e interacciona con el acido

desoxiribonucleico por intercalacion o atraccion electrostatica.

Las células son analizadas utilizando un citometro de flujo equipado con un laser de

argon, donde se cuentan un total de 5000 episodios.

En estas condiciones, cuando se excita con una luz de 488 nm, el naranja de
acridina intercalado con ADN de doble cadena (ADN intacto) emite fluorescencia
verde, mientras que, en el caso de la cadena simple (ADN dafiado), la fluorescencia
emitida es roja. Por tanto, el dafio en el ADN puede ser cuantificado por las
proporciones entre las medidas del citdmetro de flujo de los colores rojo y verde

(como control se utilizan muestras de semen de donante).

Para el analisis de los datos se utiliza un software especifico del citdbmetro. Las
ventanas en el ordenador se utilizan para determinar la proporcion de

espermatozoides con niveles elevados de fluorescencia roja y verde.
En la citometria de flujo, los parametros evaluados son:

v El nivel de desnaturalizacion del ADN, que se expresa mediante el indice de
fragmentaciéon del ADN (DNA fragmentation index, DFI), que es el cociente
entre la fluorescencia verde y la total (verde + roja) en cada espermatozoide
de la muestra. La mayoria de los espermatozoides forman parte de una
poblacién con caracteristicas concretas. Las células con mayor proporcién
de rojo representan la poblacién anormal con DFI alterado.

v' Espermatozoides con cromatina inmadura, que se determina mediante HDS
(high DNA stainability): indica la presencia de células con cromatina inmadura
o anormalmente condensada, es decir, aquellas con una fluorescencia verde

superior a la normal.
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El SCSA ha sido definido como el método de referencia en el estudio de la integridad
del ADN. Sin embargo, es una técnica muy costosa, que requiere mucho tiempo,
ademas de un complejo equipamiento que no esta disponible en la mayoria de los

laboratorios de andrologia.

ENSAYO TUNEL

Esta basado en la uniéon de nucleé6tidos marcados con fluorescencia mediante el
uso de una transferasa terminal, en los lugares donde se encuentre una rotura en
el ADN. El porcentaje de espermatozoides con fragmentacion del DNA se determina
por observacién directa usando un microscopio de epifluorescencia o un citdmetro
de flujo. El porcentaje de espermatozoides marcados con fluorescencia verde

respecto al total representa aquellos con resultado positivo para TUNEL.

El TUNEL ha sido uno de los principales métodos para detectar la muerte celular
programada (apoptosis). Sin embargo, durante afos, ha habido un gran debate
acerca de su precision, debido a los problemas ocasionados con la técnica original,
que daba lugar a células necréticas que eran calificadas inapropiadamente como
apoptéticas. Posteriormente, el método fue mejorado vy, si se realiza correctamente,

identificaria unicamente células en la ultima fase de apoptosis.

.
b
-
<
» d
L = P
Figura lll. Microfotografias representativas de la evaluacién simultanea de la

morfologia de los espermatozoides normales y con fragmentacion del ADN tras la
realizacion de swim up. A la derecha fluorescencia TUNEL. (a) Espermatozoide
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normal con fragmentacion del ADN; (b) Espermatozoide normal sin fragmentacion
del ADN; (c) espermatozoide morfolégicamente anormal con fragmentacion de

ADN; y (d) espermatozoide morfolégicamente anormal sin fragmentacion del ADN.

ENSAYO DE DISPERSION DE LA CROMATINA ESPERMATICA

El analisis de la dispersion de la cromatina espermatica (Sperm chromatin
dispersion assay, SCD) mejorado (Halosperm) es otra alternativa en la investigacion

de la fragmentacion del DNA en los espermatozoides.

Esta basado en la capacidad del ADN integro de expandirse “como ovillo de lana”
en determinadas condiciones bioquimicas donde se eliminan las proteinas que le

confieren su estructura.

Los espermatozoides se tifien con colorantes empleados en el analisis de la
morfologia (por ejemplo pandptico rapido) y se observan con el microscopio de
campo claro un minimo de 500 espermatozoides que se clasifican en cinco

categorias:

v Halo grande: el tamafo del halo es semejante o mayor que el core.

v Halo mediano: el tamafio del halo entre el grande y el pequeiio.

v" Halo pequefio: su tamafio es igual o menor a un tercio del didmetro menor

del core.

v Células sin halo.

v' Degradadas.
El SCD es un procedimiento simple y resulta una prueba fiable y de bajo costo que
determina la susceptibilidad del ADN del espermatozoide a la desnaturalizacion

acida.
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Figura IV. SCD: Nucleos con halo pequefio, sin halo y degradados contienen

fragmentacién de ADN espermatico.

A pesar de la controversia existente, cada uno de los autores implicados en el
desarrollo de estas tecnologias ha validado de diferente manera que las mediciones

que realizan son las adecuadas.

En un interesante trabajo, Crohan compara el SCSA, SCD y el TUNEL, concluyendo
que cualquiera de estas técnicas presenta resultados similares. En casi 70 varones,
tomando como referencia el SCSA, determind la existencia de una fuerte correlacion

con las demas técnicas (p=0.001).

Aun asi, la controversia esta servida y los diferentes autores mantienen puntos de

vista opuestos respecto a la validez de otras técnicas distintas a las propias.
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La infertilidad es reconocida como un problema de salud publica a nivel mundial por
la Organizacién Mundial de la Salud. Se estima que puede afectar a 1 de cada 6 a
10 parejas, por lo que estas parejas necesitaran ayuda médica para resolver su

paternidad la cual, no se logra en forma espontanea.

Las técnicas de reproduccion asistida (TRA) han permitido en las dos ultimas
décadas a miles de parejas infértiles tener hijos, actualmente los reportes
bibliograficos muestran que las TRA son responsables del 1% de todos los

nacimientos y 18 % de nacimientos multiples en los Estados Unidos.

Especificamente para el estudio de la infertilidad masculina relacionado con la
calidad del semen, la Organizacién Mundial de la Salud, ha establecido una serie
de parametros que se analizan en forma rutinaria en el laboratorio basico de
Andrologia. Sin embargo, se estima que aproximadamente un 15 % de los varones

estériles presentan un espermograma normal.

Es por esto que en las ultimas décadas ha aumentado el interés en el estudio de la
calidad del ADN de los espermatozoides ya que la capacidad de fertilizacién del
espermatozoide no solo depende de la competencia funcional de este sino también

de la integridad del ADN espermatico.

Una amplia serie de estudios han determinado la correlacion entre el dafio del ADN
espermatico y el impacto negativo con la fertilidad, con el desarrollo embrionario y
con una baja tasa de formacién de blastocistos y de embarazo tras fertilizacion in
vitro (FIV) e inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl), en tanto que

otros no han hallado dicha relacion.
Por ello la pregunta de investigacion fue:

Existe diferencia en las tasas de embarazo segun el porcentaje de
fragmentacion del ADN espermatico de acuerdo a la Técnica| de Reproduccion
Asistida utilizada?
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MAGNITUD:

Para la fertilidad normal, tanto el hombre como la mujer deben ser capaces de
proporcionar gametos de buena calidad. Con frecuencia el hombre es relegado en
el estudio de la pareja fértil y se tiende a olvidar que este factor guarda una estrecha
interdependencia con los demas, y que la disminucion de la capacidad reproductiva
en un hombre se manifestara o no de acuerdo con el potencial de fertilidad de su

companera o viceversa.

Diferentes investigaciones sefialan que en el mundo la calidad y las cuentas
espermaticas han disminuido en los ultimos 50 afios probablemente a consecuencia

de la contaminacion industrial y a otros factores ambientales.

En nuestro medio existen limitantes para conocer con precision el numero de
parejas afectadas por infertilidad, es asi como las TRA surgen como la solucion para

estas parejas que buscan paternidad.
TRASCENDENCIA:

Actualmente el esfuerzo mundial esta enfocandose en aumentar las tasas de éxitos
de las TRA. Existen un gran numero de variables que interactuan en las mismas y

que tienen que estar en equilibrio para lograr el éxito de estos procedimientos.

El espermograma no nos brinda una real precisién de la prediccién del potencial
fecundante del espermatozoide y no siempre es capaz de explicar la causa de
infertilidad masculina, es por ello que diversos autores han recomendado la
introduccion del analisis de la fragmentacion del ADN espermatico como prueba de

rutina y complementaria en el analisis del semen.

La trascendencia de este estudio estriba en que fue disefado para determinar si
existen diferencias significativas en los resultados reproductivos de acuerdo al

porcentaje de fragmentacion del ADN espermatico.
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FACTILIDAD:

Durante los ultimos afios el Instituto de Ciencias en Reproduccion Humana VIDA en
el Hospital Puerta de Hierro ha realizado un registro hospitalario de logros de
fertilizacién, por lo cual este estudio conto con la informacién requerida para la

realizacion de los objetivos de la investigacion.
VIABILIDAD:

Para la realizacion de este protocolo de investigacion se contd con el conocimiento
cientifico del asesor asi como la experiencia y cooperacion del personal del Instituto
que intervino en la evaluacion de la fragmentacién del ADN espermatico y de las
técnicas de TRA.
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Determinar la tasa de embarazo con el uso de diferentes técnicas de reproduccion
asistida (llU, FIV e ICSI) en pacientes con diferentes porcentajes de fragmentacién

del ADN espermatico.

v' |dentificar las causas de infertilidad en el grupo de estudio.
v' Determinar si la fragmentacion del ADN espermatico se encuentra
aumentada en situaciones patolégicas como el varicocele o frente a la

existencia de ciertos habitos toxicos.
v' Estimar la relacion de las variables seminales con el porcentaje de

fragmentacion del ADN espermatico.
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“Existe diferencia significativa en la tasa de embarazo en pacientes con

incremento en la fragmentaciéon del DNA espermatico segun la TRA utilizada”

“‘No existe diferencia significativa en la tasa de embarazo en pacientes con

incremento en la fragmentacion del DNA espermatico segun la TRA utilizada”
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Estudio descriptivo, retrospectivo de corte transversal.

Se revisaron los expedientes clinicos de todos los pacientes a quienes se les solicito
espermatobioscopias (EBD) con fragmentacion del ADN espermatico durante el

periodo comprendido de enero de 2012 a diciembre de 2013.

Criterios de Inclusion

1. Parejas con infertilidad por factor masculino atendidas en el Instituto VIDA en
el Hospital Puerta de Hierro en el lapso comprendido de enero de 2012 a
diciembre de 2013

2. Pacientes a quienes se les realizo EBD con fragmentacion del ADN
espermatico.

3. Todas las parejas que fueron sometidas a TRA (lIU, FIV e ICSI).

4. Todas las parejas con registro de prueba de embarazo.

5. Todas las pacientes con registros de embarazo clinico o aborto.

Criterios de no inclusiéon

1. Pacientes con expedientes incompletos.

2. Pacientes que no mostraron la continuidad del control de la TRA.

Criterios de Exclusion

1. Pacientes a los cuales se les realizo EBD sin estudiar la fragmentacion del

ADN espermatico.
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Pacientes con azoospermia.
Pacientes con atrofia testicular.

Pacientes con criptorquidia.

o &> DN

Pacientes con antecedentes de quimioterapia y radioterapia.

No probabilistica consecutiva, muestreo por conveniencia.

Se revisaron los expedientes clinicos de todos los pacientes quienes se les solicito
una espermatobioscopia con fragmentacion del ADN espermatico en el periodo

comprendido de enero de 2012 a diciembre de 2013.

Se analizaron un total de 60 parejas que con diferente porcentaje de fragmentaciéon
de ADN espermatico se les realizo posteriormente alguna Técnica de Reproduccion
Asistida (TRA), ya sea Inseminacion Intrauterina (11U), Fertilizacion in Vitro (FIV) e

Inyeccioén Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI).

Las muestras fueron obtenidas por masturbacién, luego de 3 a 5 dias de abstinencia

sexual y se recogieron en recipientes estériles.

El analisis de los diferentes parametros seminales se efectué de acuerdo a los

valores establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) 2010.

Se utilizo el test de Halosperm para evaluar la fragmentacion del ADN espermatico

estableciendo como punto de corte 15 %.

Fragmentacion del ADN espermatico: la cromatina espermatica es una estructura
compacta que consiste en el ADN y nucleoproteinas heterogéneas que protegen la

integridad genética y facilitan el transporte del genoma paterno.
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La fragmentacién del ADN espermatico puede ser inducida por apoptosis durante el
proceso de espermatogeénesis, en el epitelio de los tubulos seminiferos, por roturas
en las cadenas de ADN producidas durante la remodelacién de la cromatina
espermatica en la espermiogénesis, por las especies reactivas de oxigeno (ROS)
durante el transporte del espermatozoide de los tubulos seminiferos al epidimo, por

la induccidn de caspasas enddgenas y endonucleasas y toxicos ambientales.

v Tasa de embarazo clinico: presencia de saco gestacional con LCF positivos

a las 7 semanas de embarazo.

1) Edad.

2) TRA: Inseminacion Intrauterina, FIV e ICSI.
3) EBD.

4) Habitos toxicos.

5) Varicocele.

VARIABLE | DEFINICION | TIPO DE INDICADOR MEDICION
VARIABLE ESTADISTICA
Edad Tiempo transcurrido | Cuantitativa Menor de 20 afios X, DE, IC

desde el nacimiento

30 a 35 afios Medidas de tendencia
hasta el momento

central y dispersiéon

de la realizacién de Mayor de 36 afios
este estudio
TRA Técnicas mediante Cualitativa Cualitativa Proporciones

las cuales se
manipulan las
gametas femenina

(6vulos) y
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masculina
(espermatozoides)
con el objeto de
favorecer el

embarazo.

IFDNA

Cuantitativa

<15%
>=15%

Medidas de tendencia

central y dispersion

EBD

Analisis funcional

del semen

Cualitativa

Teratozoospermia
Normozoospermia
Oligoastenoteratozoospermia
Astenoteratozoospermia

Proporciones

Habitos téxicos

Cualitativa

Tabaco-Alcohol
Alcohol
Tabaco
Drogas

Proporciones

Varicocele

Si
No

Proporciones

Prueba de

Embarazo

Cualitativa

Positiva
Negativa

Proporciones

En el Instituto de Ciencias de la Reproduccién Humana VIDA Guadalajara, con

sede en el Centro Medico Hospital Puerta de Hierro.

El analisis estadistico fue hecho mediante el software SPSS v21.0 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL, USA) para Macintosh.

Las variables continuas fueron presentadas en frecuencias, media y DE, y

analizadas mediante la T de Student, la diferencia entre grupos con chi cuadrada,

la prueba exacta de Fisher y el analisis de varianza de un factor (ANOVA) segun

ameritaba el caso. Para variables categoricas fueron expresadas por proporciones

analizadas mediante el coeficiente de correlacién de Pearson.

Una P <0.05 fue considerada estadisticamente significativa.
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Este estudio de investigacion se apego6 a los principios emanados de la 182
asamblea médica de Helsinki, Finlandia en 1964, de las modificaciones hechas por
la por la propia asamblea en Tokio, Japon en 1975y en el 2001 donde se contemplo
la investigacion médica (Investigacion Clinica). Acorde con la Ley General de Salud
de México. Se manifiesta el respeto a la persona, la vida y la seguridad asi como a
todos los derechos de confidencialidad de quienes integraron la unidad de
investigacion. En ningun momento se revelaron en el estudio tanto nombres u otras
caracteristicas que pudieran permitir la identificacion del paciente en especifico. Se
cumplié con las consideraciones de la norma de instituciones en materia de
investigacion cientifica realizando la investigacion personal calificado del Hospital

Puerta de Hierro.

Recursos humanos: Investigador y asesores
Recursos materiales:

v' Material de oficina: tablas de trabajo, hojas blancas, boligrafos, lapices,

carpetas, tinta, borradores, corrector.
v Fotocopiadora.
v" Equipo de computo: hardware, software estadistico, impresora, téner.
v Instrumento de concentracion de datos.

v Medios informaticos: internet.

Financiamiento: El costo de este protocolo de investigacién fue cubierto por el
investigador y los recursos propios del hospital.
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RESULTADOS

Nuestra poblacién estudiada fue de 60 hombres, cuya edad media fue de 34.8 + 4.7
afos, la edad minima fue de 26 afios y la maxima de 50, a su vez clasificamos a

nuestro grupo de estudio por grupos de edad, tal como se muestra en el grafico 1.

Grafico 1.

Distribucion de la poblacion masculina por grupos de edad

Frecuencia

<30 30-35 >36

Casi la mitad de las parejas de nuestra poblacién afectada (n=28, 47%) tuvo el factor
tuboperitoneal alterado, en casi una quinta parte (n=11, 18%) correspondi6 a la
anovulacion provocada por un sindrome de ovario poliquistico y en una sexta parte

(n=9, 15%), sin factor asociado (grafico 2).
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Gréafico 2.

Diagnaosticos de infertilidad

Frecuencia

Endocrine Disminucién

reserva
ovarica

FTP= factor tuboperitoneal; SOP= sindrome de ovario poliquistico; FA=factor asociado; FU= Factor

uterino.

Como podemos observar, mas del 60% de nuestro grupo de estudio no tuvo
antecedente de un tratamiento de reproduccion asistida previo, casi una quinta parte
si tuvo inseminaciones artificiales intrauterinas homélogas y en un 10% tanto FIV

como CP (grafico 3).
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Grafico 3.

Frecuencia

Sin falla 1AH
previa

Es muy interesante resaltar que % partes de nuestro grupo de estudio tuvo una
alteracién en la espermatobioscopia, siendo la mas frecuente la teratozoospermia
(n=26, 43%), la oligoteratozoospermia (n=8, 13%) y la tercera mas comun fue la

oligoastenoteratozoospermia (n=5, 8%) (Grafico 4).

Grafico 4. Alteraciones en la espermatobioscopia directa

Alteraciones en la espermatobioscopia

Frecuencia

TZ NZ

TZ= Teratozoospermia, NZ= Normozoospermia, OTZ=
Oligoteratozoospermia, OAT= Oligoastenoteratozoospermia, ATZ=
Astenoteratozoospermia, HZ= Hipospermia, OZ= Oligozoospermia.
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Encontramos que de los 60 pacientes poco mas de la mitad presentaba una
fragmentaciéon del DNA mayor del 15 % (grafico 5).

Grafico 5.

Distribucién de la poblacion de acuerdo al indice de
fragmentacion de DNA

< 15
M- 15

Fue interesante encontrar que nuestros pacientes presentaron varicocele en el
63% (n=38) (grafico 6).

Gréfico 6.

Varicocele
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De estos pacientes con varicocele, el 42% (n=25) tuvo grado lll, 20% (n=12) grado

Il'y 1 paciente tuvo grado I. (grafico 7).

Grafico 7.

Grado de varicocele

Frecuencia

No aplica

GradoV

El 60% recibio tratamiento a base de antioxidantes solamente (n=18) y antioxdantes
+ varicocelectomia (n=18), el 15% recibio6 tratamiento exclusivo de forma quirurgica

(grafico 8).
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Grafico 8

Tratamiento recibido para el varicocele

20

15

10

Frecuencia

Qx Antioxidantes Qx + AOX  No aplica
(AOX)

El 62% de nuestra poblacidon mantenia algun tipo de toxicomanias, la mas comun
fue el alcohol (n=19, 32%) seguida de alcohol + tabaco (n=15, 25%) (Grafico 9).
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Grafico 9.

Toxicomanias

I Ninguno
H Alcohol
C]Ambos
M Tabaco
M Drogas

Nuestros pacientes recibieron un tipo de técnica de reproduccidon asistida desde
baja hasta alta complejidad, la mas empleada fue ICSI (n= 43, 72%), seguida de

inseminacion artificial autéloga (n=13, 22%) y FIV en un 7% (n=4). (Grafico 10).
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Grafico 10

Tipo de técnica de reproduccion asistida empleada

Cicst
Orv
CliAH

De acuerdo a la tabla, el IFDNA no se relaciona con la edad (p <0.72), es decir, la

edad no determina el dano del DNA.

Tabla 1. IFDNA y Edad*

IFDNA
Grupos por edad < 15 (%) > 15 (%) Total (%)
<30 4(12.5) 4(14.3) 8 (13.3)
31-35 17 (53.1) 12 (42.9) 29 (48.3)
> 36 11 (34.4) 12 (42.9) 23 (38.3)
Total 32 (100) 28 (100) 60 (100)

*p<0.72

La tabla 2 muestra que la fragmentacién del DNA no determina una menor
concentracion de espermatozoides en el eyaculado.
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Tabla 2. IFDNA y concentracién espermatica*

Concentracion

IFDNA
(millones/mi) < 15 (%) > 15 (%) Total (%)
<15 7(21.9) 10 (35.7) 17 (28.3)
> 15 25 (78.1) 18 (64.3) 43 (71.7)
Total 32 (100) 28 (100) 60 (100)
*p<0.26

La tabla 3 indica que la fragmentacion del ADN espermatico no afecta el porcentaje
de motilidad en el eyaculado.

Tabla 3. IFDNA y motilidad espermética*

IFDNA
Motilidad (%)~ <15 (96) > 15 (%) Total (%)
<32 6 (18.8) 6(21.4) 12 (20)
>32 26 (81.3) 22 (78.6) 48 (80)
Total 32 (100) 28 (100) 60 (100)
*p<1.0

La tabla 4 demuestra que la fragmentacion del ADN no afecta la morfologia de los
espermatozoides en nuestra poblacion de estudio.

Morfologia (%)

Tabla 4. IFDNA y morfologia*

IFDNA
<15 (%) > 15 (%) Total (%)
<4 21 (65.6) 21 (75) 42 (70)
>4 11 (34.4) 7(25) 18 (30)
Total 32 (100) 28 (100) 60 (100)
*p<0.57

En nuestra poblacion de estudio la fragmentacion del ADN espermatico no estuvo
determinada por la presencia de varicocele.
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Tabla 5. IFDNA y presencia de varicocele*

_ IFDNA
Varicocele <15 (0p) > 15 (%) Total (%)
Si 23 (71.9) 15 (53.6) 38 (63.3)
No 9(28.1) 13 (46.4) 22 (36.7)
Total 32 (100) 28 (100) 60 (100)
*p<0.18

Como podemos observar no existid relacion entre la fragmentacion de DNA vy el
embarazo.

Tabla 6. IFDNA y prueba de embarazo*
Prueba de embarazo

IFDNA

< 15 (%) > 15 (%) Total (%)
Positiva 12 (37.5) 8 (28.6) 20 (33.3)
Negativa 20 (62.5) 20 (71.4) 40 (66.7)
Total 32 (100) 28 (100) 60 (100)

*p<0.58
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La fragmentacion del ADN espermatico es un parametro que se incluyo en el estudio
seminal hace relativamente poco tiempo y no se cuenta con valores de corte
claramente establecidos para todas las técnicas. Tanto es asi que en la ultima
edicion de la OMS poco se dedico a este tema y no esta incluido su determinacién

dentro de los ensayos de rutina recomendados (WHO, 2010).

Aitken y De Luliis (2010) recomiendan que el estudio del dano del ADN espermatico
de un paciente infértil deberia ser considerado debido a que constituye un factor de
riesgo que atenta sobre el normal desarrollo de los embriones y posiblemente
también de su progenie. Sobre todo en aquellas parejas con dificultades para
concebir que consultan con una historia de infertilidad de larga evolucion o falla

repetida de embarazo sin causa aparente.

Diferentes estudios se han desarrollado para evaluar el dafo del ADN espermatico
y obtener informacion sobre la competencia espermatica (Yilmaz S et al., 2010)
(Fernandez JL et al.,, 2003). Para la evaluacién de la fragmentacién del ADN
espermatico en nuestro laboratorio de Andrologia se utiliza el Test de Halosperm
(Fernandez JL et al., 2005) (Fernandez JL et al., 2005) que en los ultimos anos ha

sido incorporado en los laboratorios.

Diferentes estudios confirman la evidencia de que varones infértiles presentarian
pobre integridad del ADN espermatico tal como se demostrd en algunos estudios
utilizando el test de Halosperm (Fernandez JL et al., 2005), ensayo Cometa (Sheik
N et al.,, 2008), TUNEL (Sergerie M et al., 2005) y correlacionando los test de
Halosperm, SCSA y TUNEL (Chojan KR et al., 2006).

El aumento de dafo a nivel del ADN espermatico puede ser producido por diferentes
causas como las encontradas principalmente por estrés oxidativo, por la

condensacion anormal de la cromatina del espermatozoide, por un proceso de
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apoptosis y por la reduccion de antioxidantes en el semen (Argawal A., et al 2003)
(Henkel RR et al., 2010)

Se ha hallado relacion entre la fragmentacién de ADN y parametros seminales
anormales. La reduccidon de la concentracion espermatica en los valores altos de
fragmentacién puede indicar la presencia de un proceso apoptotico en las muestras
de semen (Yilmaz S et al., 2010), asi mismo estudios sugieren que los parametros
seminales (movilidad, morfologia y vitalidad) disminuyen mientras aumenta el dafo
a nivel del ADN y presenta una correlacion negativa entre la fragmentacién debido
a que los espermatozoides inmoviles, anormales y muertos producen un elevado
nivel de especies reactivas de oxigeno (ROS). Los niveles altos de ROS en el
plasma seminal aumentan el dafio del ADN espermatico (Saleh RA et al., 2003)
(Aitken RJ et al., 2011) (Henkel RR et al, 2010)

El dafio en el ADN, evaluado mediante SCD (Halosperm), muestra un incremento
significativo de este parametro en pacientes con oligoastenoteratozoospermia y en
pacientes normozoospérmicos frente a individuos fértiles. Sin embargo estos datos
se contraponen con los obtenidos por Larson-Cook et al., que demostraron que el
indice de fragmentacion del ADN espermatico no siempre estaba correlacionado
con los parametros seminales, solo un 30% de los varones con un indice de
fragmentacién superior al 27 % presentaban astenozoospermia y/o
oligozoospermia. Sin embargo también es importante destacar que existen casos
en donde, sin embargo, los parametros seminales son normales y se presenta

fragmentaciéon de ADN.

En nuestro estudio no encontramos diferencia estadisticamente significativa en
relacion a la concentracion, movilidad y morfologia espermatica.

Estableciendo como punto de corte el 15 % para el valor de la fragmentacién del
ADN espermatico ninguno de los parametros seminales mostr¢ alteracion en el

grupo de pacientes con mayor porcentaje de fragmentacion.
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Nuestros hallazgos coinciden con el estudio de Tandara et al., los cuales no hallaron
una correlacion significativa entre la concentracion y el indice de fragmentacion del
ADN espermatico aunque en dicho estudio se establecié como punto de corte el 30
%.

La alteracion mas frecuente observada en la espermatobioscopia de nuestra
poblacion en estudio fue la teratozoopsermia aunque a diferencia de otros estudios
donde se evaluo también la correlacion entre dicha alteracion y la fragmentacion del

ADN espermatico mediante Halosperm no obtuvimos iguales resultados (p < 0.57).

Por otro lado es ampliamente conocida la diminucién de la fertilidad con la edad de
la mujer pero sin embargo todavia se desconoce si realmente la edad paterna afecta
a la fertilidad en el mismo grado. Varios estudios han demostrado que no existe
correlacion entre la edad del varon y tasas de embarazo después de TRA
(Erenpreiss J et al., 2006) (Aitken et al., 200), sin embargo otros han demostrado lo
contrario (Sakkas D et al., 1999) (Evenson DP et al., 1999).

En nuestro estudio no hallamos diferencia estadisticamente significativa entre la
edad de nuestra poblacion en estudio y el indice de fragmentacién del ADN;
resultados que coinciden con los hallados por Benchaib et al.,, quienes no

observaron correlacion entre ambos parametros mediante la técnica de TUNEL.

La técnica de SCD ha demostrado que los individuos con varicocele, presentan un
nivel de fragmentacion mas alto que los fértiles. En hombres subfértiles con
varicocele, se ha observado una liberacion excesiva de oxido nitrico en las venas

espermaticas dilatadas (Ozbek et al 2000).

En nuestro estudio si bien mas de la mitad de la poblacién en estudio (63%) presento
algun grado de varicocele no hallamos diferencia estadisticamente significativa
entre la presencia de varicocele y un aumento en la fragmentacion del ADN

espermatico (p<0.58).

En cuanto a la relacion que existe entre la fragmentacion del ADN espermatico y
tasa de embarazo, los resultados son bastantes controvertidos. Con la técnica de
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SCSA Larson et al., Larson-Cook et al., y Saleh et al., no obtuvieron ningun
embarazo tras FIV/ICSI con un indice de fragmentacion en semen en fresco superior
al 27 %.

Virro et al., observaron que un indice de fragmentacién superior al 30 % se
correspondia con una baja tasa de formacion de blastocistos y de embarazo, por el
contrario Bungum et al., y Payne et al., si consiguieron embarazos tras FIV/ICSI con
un indice de fragmentacion > 27 %.

Bungum et al., compararon tasas de embarazo, tanto en ciclos de IAH como en
ciclos de FIV/ICSI tomando como punto de corte un indice de fragmentacién del
27 %. En dicho estudio observaron que en los ciclos de IAH las tasas de embarazo
y de recién nacidos eran 4 veces inferiores cuando el indice de fragmentacion era
superior al 27 %, sin embargo en ciclos de FIV/ICSI estas tasas practicamente no
variaban. Sin embargo al desglosar los resultados observaron que en FIV la tasa
de embarazo era la mitad que en ICSI atribuyendo esta diferencia a que en el ICSI
el observador selecciona el espermatozoide de mejor movilidad y morfologia y por
lo tanto con mucho menos probabilidad de que presente mayor nivel de

fragmentacion.

Sin embargo estos datos contrastan con los observados por Duran et al., que en
ciclos de IAH ninguna muestra con un indice de fragmentacién superior al 12 % dio
lugar a un embarazo, al igual que Benchaib et al., tampoco obtuvieron ningun

embarazo en 54 ciclos de ICSI cuando la fragmentacién era mayor al 20 %.

En nuestro estudio no hallamos diferencia estadisticamente significativa en relacién
ala prueba de embarazo y el indice de fragmentacién del ADN espermatico (p<0.58)
ni para la poblacion en estudio que presento un indice mayor al 15 % asi como
tampoco en relacion a ninguna de las técnicas de reproduccién asistida estudiadas
(IAH, FIV e ICSI).

Nuestros resultados coinciden con los hallados por Seli et al., y Huang et al., los

60



cuales no apreciaron una relacion entre la tasa de embarazo y la tasa de
fragmentacién del ADN espermatico.

Un estudio que tomo igual punto de corte del 15 % fue el de Bechaib et al., quienes
compararon los resultados obtenidos en FIV e ICSI pero ellos observaron que
alteraciones en los parametros seminales se relacionaban con un indice de
fragmentacién elevado con porcentaje de aborto significativamente superior en el
grupo cuya fragmentacion era superior al 15 % debido a que probablemente un
elevado dafno en el ADN del espermatozoide puede comprometer la viabilidad

embrionaria y producir embarazo quimico o aborto.
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A lo largo de las ultimas décadas una amplia serie de estudios han tratado de
establecer si la evaluacion de la fragmentacion del ADN espermatico representa
algun beneficio en el estudio del varon infértil.

Nuestros resultados deben ser cuidadosamente interpretados debido a que este
estudio tiene ciertas limitaciones: la poblacion fue obtenida en un centro de fertilidad
de asistencia privada sin el uso de un grupo control sano, nuestra muestra es
pequefia y fue determinada por los casos encontrados en un periodo corto de
estudio.

Nuestros resultados revelan que la fragmentacion del ADN espermatico no es
estadisticamente significativa en la tasa de embarazo, lo que contrasta con diversos
estudios que han establecido que la fragmentaciéon del ADN espermatico tendria
repercusiones desfavorables no solo en la tasa de embarazo sino también en las
tasas de abortos.

Diversos autores han correlacionado los valores de fragmentacion con los
resultados de las diferentes técnicas de reproduccion asistida para intentar
establecer un punto de corte a partir del cual se pueda predecir los resultados de
las mismas.

Hallarlo supondria aumentar notablemente las posibilidades de éxito, reduciendo el
numero de ciclos innecesarios y consiguiendo finalmente una mayor eficiencia en
las técnicas de reproduccion asistida lo que representaria no solo mayores tasas de
embarazo, menores resultados adversos reduciendo tasas de embarazos
bioquimicos y abortos sino también reduciendo notablemente el costo socio-

economico.
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