Ginecol Obstet Mex. 2017 julio;85(7):409-420.

Alteracion de los parametros
seminales y su asociacion con
la fragmentacion del ADN
espermatico

Calull-Bagd A, Gonzalez-Ortega C, Cancino-Villarreal P, Zufiiga-Sanchez P,
Ruvalcaba-Ortega L, Gutiérrez-Gutiérrez AM

el patron de referencia para evaluar la infertilidad
masculina es el analisis seminal, aunque es incapaz de detectar la
fragmentacion del ADN espermdtico relacionado con resultados
reproductivos adversos.

analizar la relacion entre los parametros seminales y la
fragmentacién del ADN espermatico, y valorar la utilidad del semi-
nograma como predictor de fragmentacion.

estudio retrospectivo y observacional
efectuado en pacientes del Instituto de Ciencias en Reproduccion
Humana Vida con problemas de fertilidad. Andlisis seminal e indice
de fragmentacion del ADN (DFI) mediante el test de dispersion de la
cromatina espermatica.

se estudiaron 206 pacientes: 43 (20.9%) con espermas
normalesy 163 (79.1%) con algln pardmetro seminal alterado. En los
individuos con espermas normales, 8 (18.6%) tuvieron fragmentacion
moderada y quienes resultaron con al menos un parametro seminal
alterado 49 (30.1%) reportaron fragmentacion moderada y 22 (13.5%)
fragmentacién critica. Se encontré una correlacién negativa entre el
indice de fragmentacién del ADN y la movilidad, vitalidad y concen-
tracion (p<0.0001). No se encontro correlacion alguna con el resto de
los pardmetros seminales. Las medias de fragmentacién aumentaron
conforme se increment6 el nlimero de parametros alterados. La razén
de momios de fragmentacion moderada y critica en pacientes con
oligozoospermia fue de 2.2 y 1.9; con astenozoospermia 8.0 y 26.2;
con necrozoospermia 10.5 y 18.8; y con > 3 alteraciones seminales
4.6 y 14.2, respectivamente.

en pacientes con astenozoospermia, necrozoos-
permia u oligozoospermia o con > 3 parametros seminales alterados
se recomienda realizar el estudio de fragmentacién del ADN.

fragmentacién del ADN, infertilidad masculina,
pardmetros seminales.
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Modification of seminal parameters
and their association with sperm DNA
fragmentation

Calull-Bagd A, Gonzélez-Ortega C, Cancino-Villarreal P, Zufiga-Sanchez P,
Ruvalcaba-Ortega L, Gutiérrez-Gutiérrez AM

the reference pattern to evaluate male infertility is a
semen analysis: although it is unable to detect sperm DNA fragmenta-
tion related to adverse reproductive outcomes.

to analyze the relationship between seminal parameters
and sperm DNA fragmentation as well as assess the usefulness of se-
men analysis as predictor of fragmentation.

retrospective, observational study
performed in patients of the Instituto de Ciencias en Reproduccién Hu-
mana Vida with infertility problems. Semen analysis and sperm DNA
fragmentation index (DFI) using the sperm chromatin dispersion test.

206 patients were studied: 43 (20.9%) with normal sperm
and 163 (79.1%) with an impaired seminal parameter. Of the indi-
viduals with normal sperm, 8 (18.6%) had moderate fragmentation
and those who had at least one seminal parameter impaired 49
(30.1%) reported moderate fragmentation and 22 (13.5%) critical
fragmentation. We found a negative correlation between the DNA
fragmentation index and the motility, vitality and concentration
(p<0.0001). We found no correlation whatsoever with the remain-
ing seminal parameters. The fragmentation measurements increased
as the number of impaired parameters increased. The odds ratio of
moderate and critical fragmentation in patients with oligozoosper-
mia was 2.2 and 1.9; with asthenozoospermia 8.0 and 26.2; con
necrozoospermia 10.5 and 18.8; and with > 3 seminal impairments
4.6 and 14.2, respectively.

in patients with asthenozoospermia, necrozoosper-
mia or oligozoospermia or with > 3 impaired seminal parameters, we
recommend performing a DNA fragmentation test.

DNA fragmentation, male infertility, seminal parameters

2017 julio;85(7)

Instituto de Ciencias en Reproduccion
Humana Vida, Ledn, Guanajuato, México.

Anna Calull Bagé
a.calull@gmail.com

informacioén de la calidad de la espermatogéne-
sis. En la actualidad se dispone de un método
La opcion mas utilizada para evaluar la infertili- internacional para evaluar los parametros semi-
dad masculina es el andlisis seminal, que aporta nales, descrito en la quinta edicién del Manual
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de la OMS." Los limites inferiores acordados en
esa edicion son: volumen seminal > 1.5 mL,
concentracién espermatica > 15 millones/mL,
movilidad progresiva > 32%, vitalidad > 58%,
morfologia espermatica normal > 4% y menos de
un millén de leucocitos por mL. La desviacién de
uno o mds parametros seminales (por ejemplo,
un recuento espermatico bajo, movilidad escasa
o abundantes formas anormales) es indicativa
de probable infertilidad en la pareja con factor
masculino.?

Durante las tltimas décadas, el analisis seminal
convencional ha recibido muchas criticas e, in-
cluso, algunos autores lo han catalogado como
obsoleto, sobre todo después de la introduccién
de técnicas como la inyeccion intracitoplasmica
de espermatozoides (ICSI). No obstante, la ma-
yoria de expertos en el campo de la andrologia
coincide en que el andlisis basico del semen es,
y seguira siendo, el estudio principal y decisivo
en la evaluacién de la infertilidad masculina.

Se estima que alrededor de 15% de los hombres
con un perfil seminal normal contribuye a la in-
fertilidad de la pareja.>® Esto podria atribuirse a
la incapacidad del analisis seminal convencional
de revelar la causa de la infertilidad masculi-
na. Por esto es necesario efectuar andlisis mas
especializados que permitan investigar a nivel
molecular la integridad funcional del esperma-
tozoide.

Hace poco se demostr6 que el dano en el ADN
espermatico se relaciona con resultados adver-
sos en las técnicas de reproduccion asistida.
Diversos estudios asocian fragmentaciones ele-
vadas del ADN espermadtico con bajas tasas de
fertilizacion,”®? de desarrollo embrionario,'®"
de implantacién,*'*'3' bajas tasas de embara-
z0%%13 y elevadas tasas de abortos y anomalias
congénitas.**'2' Existen varias pruebas que
permiten analizar la cromatina espermatica v,
aunque la metodologia para cuantificar el dafio

en el ADN espermadtico difiere entre ellas, los es-
tudios comparativos han demostrado resultados
de fragmentacion parecidos con las pruebas mas
comunmente utilizadas, como: TUNEL, COME-
TA, SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) y el
test SCD (Sperm Chromatin Dispersion).*®1316 Sin
embargo, los estudios efectuados hasta la fecha,
que correlacionan los parametros seminales con
la fragmentacién del ADN espermdtico, han
mostrado resultados muy controvertidos.>'7-22
Esto se podria atribuir a la variabilidad en el
método utilizado y a los diferentes valores de
normalidad considerados en las distintas edicio-
nes del Manual de la OMS.

En la mayor parte de los estudios publicados, la
fragmentacién del ADN espermatico se ha rela-
cionado con la calidad espermatica, con base en
los tres parametros clasicos de calidad seminal:
concentracion, movilidad y morfologia. Sin em-
bargo, todo indica que no existe un estudio que
haya tenido en cuenta el total de alteraciones
seminales encontradas en el seminograma.

El principal objetivo de este estudio consiste
en analizar la relacion entre los pardmetros
obtenidos del analisis seminal (volumen, con-
centracion, movilidad, leucocitos, vitalidad
y morfologia) y el resultado del andlisis de la
fragmentacién del ADN. El objetivo secundario:
valorar el uso del seminograma como predictor
de fragmentacién espermatica.

Estudio retrospectivo y observacional efectuado
en los hombres que acudieron, entre febrero de
2012 y abril de 2016, al Instituto de Ciencias en
Reproduccién HumanaVida debido a problemas
de fertilidad. A todos se les realizd el analisis
seminal conforme a lo sefialado en la quinta edi-
cion del Manual de la OMS y el test de dispersion
de la cromatina espermética, con un equipo Ha-
losperm® (Halotech DNA SL). Todas las muestras
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se obtuvieron por masturbacién después de 2 a
7 dias de abstinencia sexual. Cada muestra se
recolectd en un recipiente de plastico, estéril, de
boca ancha y almacenada en una incubadora a
35°C durante méximo 30 minutos para permitir
la licuefaccién. Enseguida se procedi6 a realizar
el seminograma vy la valoracién del grado de
fragmentacién del ADN espermatico de la mues-
tra seminal mediante el equipo de Halosperm®
siguiendo las instrucciones especificadas por el
fabricante. El Halosperm® es un test que permite
valorar la fragmentacién del ADN con base en
la capacidad de desnaturalizacién y dispersion
de la cromatina del espermatozoide. La cantidad
de dispersion es inversamente proporcional al
nivel de dano al ADN.

A grandes rasgos, las muestras se mezclaron
con agarosa liquida y se fijaron en portaobjetos
pretratados. Después se refrigeraron y se coloca-
ron en una solucién desnaturalizante y de lisis.
A continuacion, las muestras se tiferon con el
colorante Wright y se valoraron contando 500
espermatozoides por muestra, siguiendo los
criterios de Fernandez y colaboradores.” Cada
uno de los 500 espermatozoides se clasific6 en
espermatozoide con ADN fragmentado (con
halo pequeo, sin halo o degenerados) y no
fragmentado (espermatozoide con halo mediano
o grande). El indice de fragmentacién del ADN
(DFI) se calcul6 de la siguiente manera: nimero
de espermatozoides fragmentados x 100 divi-
didos entre 500. Por dltimo, los resultados del
Halosperm® se reportaron como fragmentacion
del ADN espermatico normal en los casos de
un indice de fragmentacién menor de 15%,
fragmentacién moderada cuando el indice de
fragmentacién del ADN fue de 15 a 30% vy
fragmentacion critica cuando el indice de frag-
mentacion fue mayor de 30%.2+%

El total de pardmetros alterados en el analisis
seminal se numeré a partir de 0, en el caso de
los seminogramas sin ninguna alteracion (nor-
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mozoospermia) hasta 6 en el caso de tener todos
los parametros alterados (hipo-hiperespermia,
oligozoospermia, astenozoospermia, leucocitos-
permia, necrozoospermia y teratozoospermia).

Para el andlisis estadistico se utiliz el programa
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
version 17.0. Se analizaron las distribuciones de
las variables y, en los casos en que fue necesa-
rio, se normalizaron mediante transformacién
logaritmica. Las diferencias entre grupos se
analizaron con andlisis de varianza ANOVA y el
andlisis post-hoc de Bonferroni. Las relaciones
entre las variables se estudiaron con la correla-
cién de Pearson y se obtuvieron las estimaciones
del riesgo (OR) mediante la realizacion de tablas
de contingencia. Las correlaciones y las diferen-
cias entre medias se consideraron significativas
cuando fueron menores de 0.05.

Se incluyeron 206 hombres con edad media
de 37.8 + 7.5 afos y media de 4.2 + 1.2 dias
de abstinencia en el momento de depositar el
eyaculado. Las muestras seminales tuvieron un
volumen medio de 3.0 = 1.6 mL, pH medio de
7.6 +£0.2, leucocitos de 1.3 + 0.4 x 10%mL, con-
centracion espermatica de 43.6 +38.3 x 10%/mL,
movilidad progresiva del 48.8 +23.3%, vitalidad
de 69.7 + 19.5% y media de 3.9 + 2.5% de es-
permatozoides morfolégicamente normales. La
media de pardmetros seminales alterados fue de
1.6 = 1.3 con un minimo de 0 alteraciones a un
méaximo de 5. No se observé ningiin individuo
con todos los pardmetros seminales alterados.
La media del indice de fragmentacién del ADN
del grupo de estudio fue de 17 + 15.7%; la
fragmentacién minima fue 2.4% y y la maxima
de 94%. Cuadro 1

Los pacientes de este estudio acudieron a la
clinica de reproduccion por problemas de
fertilidad con su pareja. De los 206 pacientes
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Caracteristicas descriptivas de los 206 pacientes

estudiados
Media Raneo
(= DE) 8
Edad 37.8+7.5 26-63

42 +1.2 2-7
Volumen (mL) 30+1.6 0.1-8.5
pH 76+0.2 7.0-8.5
13+0.4 0.5-9.5
43.6 £38.3 0.1-200
48.8 +23.3  0-91
69.7 £19.5 4-96

Dias de abstinencia

Leucocitos (x10%mL)
Concentracion (x109mL)
Progresivos (%)

Viables (%)

Espermatozoides morfolégicamen-

9+2. -14
te normales (%) 39+2.5 0

Total de alteraciones seminales 1.6+1.3 0-5.0

!(r;jice de fragmentacién del ADN 174157 2.4.94
incluidos y a quienes se realizé el seminograma
y el test de fragmentacion del ADN, 43 (20.9%)
fueron normozoospérmicos y 163 (79.1%) tu-
vieron algtn parametro seminal alterado. Entre
los pacientes normozoospérmicos, 35 (81.4%)
resultaron con fragmentacién del ADN esper-
matico normal, 8 (18.6%) con fragmentacién
moderada y ninguno mostré fragmentacién
critica. De los 163 pacientes con al menos un
parametro del seminograma alterado, 92 (56.4%)
tuvieron una fragmentacion del ADN normal, 49
(30.1%) fragmentacion moderada y 22 (13.5%)
resultaron con fragmentacién critica. En los seis
pacientes con cinco parametros alterados en el
seminograma, tres mostraron una fragmentacién
moderada y tres una fragmentacion critica. No
hubo ningln paciente con cinco alteraciones
seminales con fragmentacion normal.

Mediante el analisis de varianza ANOVA se
observaron diferencias significativas entre los
grupos de fragmentaciéon normal, moderada y
critica en los dias de abstinencia sexual (p =
0.043), en la concentracion espermatica (p =
0.003), en los porcentajes de espermatozoides

progresivos (p < 0.0001), espermatozoides
viables (p < 0.0001), espermatozoides morfo-
|6gicamente normales (p = 0.013) y en el total
de alteraciones seminales (p < 0.0001). No se
observaron diferencias significativas entre los
grupos de fragmentacién en cuanto al volumen
del eyaculado vy la existencia de leucocitos (p =
0.781y p =0.061, respectivamente). Cuadro 2

Mediante el anélisis post-hoc de Bonferroni
solo la concentracion de espermatozoides, los
porcentajes de progresivos, de viables y del nu-
mero total de alteraciones seminales, tuvieron
medias significativamente diferentes cuando se
compararon entre si cada uno de los tres grupos
de fragmentacion.

Para evaluar la fuerza y direccion de cada una
de las variables obtenidas del analisis seminal se
realizé el andlisis de correlacién con el indice de
fragmentacién del ADN. Mediante este andlisis
se obtuvieron los siguientes resultados: correla-
cion estrecha entre el indice de fragmentacion
del ADN vy el porcentaje de espermatozoides
progresivos (r = -0.613, p < 0.0001; Figura
1A), y en el porcentaje de espermatozoides
viables (r=-0.702, P<0.0001; Figura 1B), ambos
relacionados negativamente con el indice de
fragmentacion del ADN. También se observé
una correlacién negativa e igualmente significa-
tiva con la concentracién de espermatozoides,
aunque en este caso la r de Pearson mostré una
relaciéon mas débil entre estas dos variables (r
= -0.248, p < 0.0001; Figura 1C). También se
analizaron los resultados del indice de fragmen-
tacion del ADN cuando los pacientes no tuvieron
ninguna alteracion en el seminograma; es decir,
pacientes con esperma normal, cuando tuvie-
ron un parametro alterado en el seminograma,
cuando reportaron 2, 3, 4 y hasta 5 parametros
seminales alterados. Conforme los pacientes
tuvieron mayor nimero de alteraciones en el
seminograma, el indice de fragmentacién del
ADN se incremento (Figura 1D). Concretamente,
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Cuadro 2. Medias obtenidas de los diferentes pardmetros seminales en funcién de los grupos de fragmentacién del ADN

espermatico

Dias de abstinencia

Volumen (mL)

Leucocitos (x109mL)

Concentracion (x109mL)

Progresivos (%)

Viables (%)

Espermatozoides morfolégicamente normales (%)

Total de alteraciones seminales

Media indice de fragmentacién del ADN (+xDE)

Normal
(DFI<15%)

39+2.1

29+£15

13+1.2

50.5 +40.1
57.8+19.6
78.1+11.9
43 +£25

1.2+1.0

Moderada Critica
(DFI=15-30%) (DFI>30%)
4.7 +2.3 45+19
3115 3.0£2.1
1.1 £0.9 1.9+0.7
323 +£31.0 326 £31.7
41.1 +£18.7 16.4 +17.7
64.3 £ 14.6 35.1 £23.6
33+£2.0 3.1+2.8
19+1.3 33+£1.2

p valor

0.043
0.781
0.061
0.003
<0.0001
<0.0001
0.013
<0.0001
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. Medias del DFI por cada grupo de
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las medias de fragmentacién de los pacientes con
0, 1,2, 3, 4 y 5 alteraciones seminales totales
fueron del 10.0 + 4.9%, 13.0 + 7.7%, 16.2 +
12.3%, 23.1 + 21.5%, 32.7 £22.8% y 50.2 +
31.8%, respectivamente.

Para poder calcular la estimacion de riesgo (OR)
de las variables relacionadas con la fragmenta-
cion del ADN, cada una se transformo a variable
dicotémica: fragmentacién del ADN (si el indice
de fragmentacién del ADN es > 15%, no: indice
de fragmentacion del ADN es menor de 15%),
fragmentacién critica del ADN (si el indice de
fragmentacion del ADN es>30%, no:si el indice
de fragmentacién del ADN es menor de 30%),
concentracion (muestra con oligozoospermia o
sin oligozoospermia), progresivos (muestra con
astenozoospermia o sin astenozoospermia),
viables (muestra con necrozoospermia o sin
necrozoospermia) y nimero total de alteraciones
seminales (menos de tres alteraciones seminales,
tres 0 mas alteraciones seminales). Los resultados
obtenidos se muestran en el Cuadro 3.

La probabilidad de encontrar fragmentacion en
los pacientes con oligozoospermia es mas del
doble (OR=2.2) comparada con los pacientes sin
oligozoospermiay justo el doble (OR=2.0) en el
caso de la fragmentacién critica. La probabilidad
de encontrar fragmentacion en los pacientes con
astenozoospermia es 8 veces mayor (OR=8.0)
que en los pacientes sin astenozoospermia y
26 veces mayor cuando hay fragmentacion cri-
tica (OR=26.2). La probabilidad de encontrar
fragmentacion en los pacientes con necro-

zoospermia es 10 veces superior (OR=10.5)
comparada con los pacientes sin necrozoosper-
mia y casi 20 veces superior en la fragmentacién
critica (OR=19.8). Por ultimo, la probabilidad
de encontrar fragmentacion en los pacientes
con tres 0 mas pardmetros seminales alterados
es 4.6 veces superior (OR=4.6) comparada con
los pacientes con sélo 1, 2 o ninguna alteracion
en el seminograma y 14 veces mayor en el caso
de la fragmentacion critica (OR=14.2).

DISCUSION

Sin ninguna duda, la introduccién de las técnicas
de reproduccién asistida ha revolucionado la
atencién médica de las parejas infértiles por un
factor masculino. Sin embargo, en este tipo de
técnicas, como el ICSI, existe el riesgo de inyec-
tar espermatozoides con el ADN dafado y que
los 6vulos sean eficientemente fertilizados.?® La
fertilizacion de un ovocito en metafase Il por un
espermatozoide con ADN fragmentado puede
provocar defectos en el desarrollo embrionario,
fallas en la implantacién o incremento de las
tasas de aborto.' Por esto es decisivo identificar
y diagnosticar a los pacientes con niveles ele-
vados de fragmentacién del ADN espermdtico
para tratarlos adecuadamente antes de los pro-
cedimientos de reproduccién asistida. Existe un
nimero relativamente alto de mujeres que no
pueden lograr el embarazo o que éste no llega a
término a pesar de que, aparentemente, no exista
alglin factor femenino o masculino que pueda
causar la infertilidad. En algunos de estos casos
la fragmentacién del ADN espermatico pudiera

Cuadro 3. Estimaciones de riesgo de las diferentes variables analizadas con fragmentacién del ADN.

Fragmentacion del ADN (>15%) Fragmentacion critica del ADN (>30%)
o o =

Oligozoospermia (<15 x106/mL)

Astenozoospermia (<32%) 8.0
Necrozoospermia (<58%) 10.5
3 0 mas alteraciones seminales 4.6

1.2-4.0 0.8-4.7
3.7-17.1 26.2 8.2-83.3
4.1-26.9 19.8 7.1-54.8
2.4-7.9 14.2 5.1-39.5
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provocar la infertilidad, que es indetectable en
el analisis seminal basico.

Si bien el patrén de referencia para la detec-
cién de la fragmentacion del ADN en muestras
seminales es el TUNEL, el test de dispersion de
la cromatina espermatica es una técnica mucho
mas accesible para la mayor parte de los labo-
ratorios de fertilizacion in vitro con una elevada
sensibilidad y reproducibilidad que ha mostrado
resultados similares a la técnica del TUNEL.*

Los resultados de este estudio muestran una
importante relacion entre algunos parametros
seminales y la fragmentacién del ADN obtenida
mediante el test de dispersion de la cromatina
espermatica. El resultado global del seminogra-
ma puede predecir el estado en que se encuentra
el ADN espermatico. Desde un punto de vista
general, del total de pacientes que asistieron a
nuestra clinica por problemas de fertilidad y que
se incluyeron en este estudio, 20.9% resultaron
ser normozoospérmicos y 79.1% tuvieron, al
menos, un parametro seminal alterado. Este
Gltimo valor es mucho mayor al obtenido en
el estudio de Godoy y colaboradores,*® en el
que el porcentaje de muestras seminales con al
menos un parametro alterado de pacientes que
acudieron a la evaluacioén inicial de la pareja
infértil fue de 51%. Sin embargo, en nuestro
estudio no se tuvo en cuenta la leucocitospermia
ni la hiperespermia.

Con el test de dispersién de la cromatina es-
permatica para determinar la capacidad de
dispersion del ADN se observé que los pacientes
normozoospérmicos tuvieron, significativamen-
te, menos fragmentacién de la cromatina que
quienes resultaron con alguna alteracion en el
analisis seminal (10 = 4.9% vs 27.1 + 19.2%,
respectivamente). Aunque el porcentaje de
pacientes normozoospérmicos con fragmen-
tacion del ADN no fue despreciable (18.6%),
no es extrafo encontrar cierto nimero de
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espermatozoides fragmentados en individuos
normozoospérmicos porque los mecanismos de
reparacion del ADN de los espermatozoides son
escasos; por lo tanto, es frecuente encontrar dafio
en el ADN de los espermatozoides humanos,
incluso en la poblacion fértil.>' No obstante, un
ndmero elevado de espermatozoides con frag-
mentacion en una muestra de semen es un factor
que puede tener consecuencias importantes en
los resultados reproductivos in vivo e in vitro.
Por ello existen puntos de corte que permiten
discriminar cuédles muestras seminales pueden
tener un efecto adverso en los resultados del tra-
tamiento. En este caso, en el grupo de pacientes
normozoospérmicos, 18.6% mostr6 fragmenta-
cién moderada; es decir, por debajo de 30% y no
hubo ningtin paciente con fragmentacion critica
o por encima de 30%. Este 18.6% de hombres
con un perfil seminal normal podria contribuir a
la infertilidad de la pareja debido al hallazgo de
fragmentacién del ADN espermaético. Si, por el
contrario, no se hubiera realizado la prueba de
fragmentacion, no se habria tenido en cuenta el
hombre como fuente de infertilidad en la pareja.

Existen varios estudios que han evaluado la re-
lacion entre los parametros seminales obtenidos
del analisis bésico del semen con los resultados
de la fragmentacion del ADN espermatico con la
aplicacion de diferentes métodos. Sin embargo,
la mayor parte sélo tienen en cuenta tres parame-
tros: concentracion, movilidad y morfologia.?23¢
En el seminograma de este estudio se evaluaron
todos los pardmetros, como reflejo global de la
calidad espermatica, sin limitacion a los tradi-
cionales pardmetros cominmente utilizados. Fue
asi como se encontro la posible relacion de éstos
con los resultados de la prueba de fragmentacién
del ADN espermatico.

En nuestro estudio se obtuvieron diferencias
significativas entre los tres grupos de fragmenta-
cién (normal, moderada vy critica) en los dias de
abstinencia sexual (p = 0.043): en la concentra-
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cién espermdtica (p = 0.003), en el porcentaje
de espermatozoides viables (p < 0.0001), en el
porcentaje de espermatozoides progresivos (p <
0.0001), en el porcentaje de espermatozoides
morfolégicamente normales (p = 0.013) y en
el total de alteraciones seminales (p < 0.0001).
No se observaron diferencias significativas en el
volumen del eyaculado (p = 0.781) y leucocitos
(p = 0.061). En estudios previos, el volumen
tampoco se asocié con la fragmentacién®7 vy,
aunque la existencia de leucocitos en el eya-
culado podria ser un factor determinante en la
produccion de especies reactivas de oxigeno y,
consecuentemente, en la generacion de dafio
en el ADN, 383940 nosotros no encontramos una
relacion entre los leucocitos y la fragmentacién.

Mediante la aplicacién del andlisis post-hoc para
determinar qué medias diferian entre si, los Gni-
cos parametros que mantuvieron su significacion
estadistica entre los diferentes grupos de frag-
mentacion fueron: la concentracién espermatica,
la movilidad, la vitalidad y el nimero total de
alteraciones observadas en el seminograma.
Sorprendentemente, en nuestra poblacién de
estudio no se observé ninguna relacién entre
la morfologia y la fragmentacién espermatica,
aunque siempre ha sido un tema muy contro-
vertido en la bibliografia. Existen estudios en los
que se ha encontrado una correlacién negativa
entre el nimero de espermatozoides morfol4gi-
camente normales y el grado de fragmentacién
del ADN espermatico.?**>**4! Algunos autores
creen que los espermatozoides con morfologia
anormal son mas susceptibles de sufrir dafio en
el ADN debido a una baja calidad en el empa-
quetamiento de la cromatina que hace que el
ADN quede mds expuesto a posibles factores
dafinos, como las especies reactivas de oxigeno.
Sin embargo, también existen otros estudios que,
como el nuestro, no han podido encontrar esta
relacion.?34 Por lo que se refiere a los dias de
abstinencia, cabria esperar mas fragmentacion
a mayor cantidad de dias de abstinencia. En el

estudio efectuado por Wyrobek y colaborado-
res’” se encontré asociacién estrecha entre el
indice de fragmentacién del ADN vy el tiempo
de abstinencia sexual, aunque no se mencionan
los dias de abstinencia del grupo de estudio. Su
explicacién fue que los espermatozoides que
permanecen durante mds tiempo en el aparato
reproductor masculino pueden experimentar
mayor exposicion al estrés oxidativo. Sin em-
bargo, en los pacientes de nuestro estudio no
fue posible demostrar esta teoria, quiza por la
ausencia de abstinencia prolongada.

En cada uno de los tres grupos de fragmentacion
se estudiaron los parametros con medias signifi-
cativamente distintas para evaluar su correlacién
con el indice de fragmentacién del ADN; los
porcentajes de espermatozoides progresivos y
viables fueron los dos parametros que mas se co-
rrelacionaron con el indice de fragmentacion del
ADN (r=-0.613, r=-0.702, respectivamente). La
concentracién también mostré una correlacion
significativa con el grado de fragmentacion; sin
embargo, el coeficiente de correlacion fue mas
bajo (r = -0.248) comparado con la movilidad
y la vitalidad.

Existe bastante unanimidad entre los autores en
cuanto a la afectacion de la movilidad espermati-
ca en las muestras seminales con altos niveles de
fragmentacion del ADN. 2134363742 | 35 especies
reactivas de oxigeno tienen un papel relevante
en la produccién de dafio al ADN espermaético
y en los lipidos de su membrana plasmaética, en
donde impiden la correcta movilidad del esper-
matozoide.?”*

Los resultados de vitalidad también eran de
esperarse porque la fragmentacion del ADN su-
cede en las etapas previas a la muerte celular;*
es decir, que durante la apoptosis hay rupturas
en la doble cadena del ADN. En la bibliografia
estd demostrada la relacién incuestionable
entre la fragmentacién del ADN vy la vitalidad
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espermatica.* En coincidencia con estudios
previos, nuestros resultados también mostraron
una correlacion de la concentracién con el gra-
do de fragmentacién.?'?4354¢ También existen
otros estudios que no lograron encontrar esta
relacién’?3¢ o, incluso, ensayos en los que se ob-
serv una correlacion positiva entre el grado de
fragmentacion y la concentracion espermatica.*’

Uno de los objetivos de este estudio fue el ana-
lisis global del seminograma que analiza todos
sus parametros y determina cudntos estan fuera
de los limites de referencia de la OMS, utilizando
el nimero total de parametros alterados como un
indice de calidad espermatica. También se obser-
v6 que el nimero total de pardmetros alterados
en el seminograma si se relaciona con el grado
de fragmentacion espermdtica, con mayores indi-
ces de fragmentacion del ADN a mas parametros
alterados en el seminograma. Virro y colabora-
dores,*s con el método SCSA, observaron que
los pacientes con mds de 30% de fragmentacién
espermatica tenian, al menos, un parametro
seminal alterado y bajas tasas de formacion de
blastocisto y de embarazo en curso. En nuestros
resultados se obtuvieron tasas de fragmentacion
moderada a partir de dos parametros seminales
alterados (16.2 £ 12.30%) y fragmentacién
critica a partir de cuatro parametros alterados
(32.7+22.81%). En los seis pacientes que se
registraron con cinco alteraciones seminales, la
media de fragmentacién fue de 50.2 + 31.80%.

Al final, con los pardmetros relacionados con el
indice de fragmentacién del ADN se investigd
el riesgo de fragmentaciéon moderada o critica
mediante los hallazgos del seminograma. El
parametro seminal que parece evidenciar con
mas precision el dano en la cromatina de los
espermatozoides es la movilidad. El diagnéstico
de astenozoospermia, independientemente de
los otros factores seminales que pudieran estar
alterados, otorga un riesgo 7.97 veces superior
que el de un individuo con movilidad normal
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a tener fragmentacion moderada y 26.17 veces
superior de fragmentacion critica. La necrozoos-
permia también parece ser un factor predictivo
de fragmentacioén, con un riesgo 10.47 veces
superior a la fragmentacion moderada y 19.76
de fragmentacion critica. El diagnéstico de oli-
gozoospermia también determiné mayor riesgo
de fragmentacién; no obstante, es mucho menor
que en la astenozoospermia y necrozoospermia
(OR=2.16 para la fragmentaciéon moderada y
OR=1.91 para la fragmentaion critica). Si se
toman como valor de referencia tres 0 més alte-
raciones seminales se verd que en este grupo de
pacientes el riesgo de fragmentacién moderada
fue 4.57 veces superior que en pacientes con
menos de tres alteraciones seminales y 14.25
veces superior de fragmentacién critica.

Con base en los resultados de este estudio, los pa-
cientes con un andlisis seminal normal son los que
menos se beneficiardn de la prueba de fragmenta-
cién porque en nuestro estudio ninguno de ellos
tuvo fragmentacion critica del ADN espermético.
Se recomienda realizarlo a pacientes en quienes
el seminograma reporte astenozoospermia, ne-
crozoospermia u oligozoospermia o en quienes
tengan tres 0 mas parametros seminales alterados.
Esta prueba debe considerarse una opcién apro-
piada para evaluar el semen de pacientes, antes de
llevar a cabo el ciclo de FIV-ICSI que puede reducir
el riesgo de espermatozoides fragmentados para la
fertilizacion y sus efectos adversos en los resultados
del procedimiento de reproduccién asistida.
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