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Evaluacion de la integridad del ADN espermatico
y su repercusion en los parametros seminales de

varones infértiles

Evaluation of the integrity of sperm DNA and its impact on

the seminal parameters of infertile males.

Luis Angel Machorro-Ramirez,* Leticia Alba-Quirdz,* Otto José Paredes-Guifian, Carlos Monsalve-Flores,

Francisco Javier Valdez-Morales,? Arturo Valdés-Carrillo*

Determinar las repercusiones del dano al ADN espermatico en los para-
metros seminales mas estudiados en diagnéstico clinico de varones infértiles.

Estudio de casos y controles, prospectivo y comparativo
efectuado en pacientes masculinos atendidos en el Centro Integral de la Mujer y
Reproduccién Asistida de Puebla, México. Pardmetros de estudio: edad, movilidad,
morfologia, diagnéstico seminal, leucocitos y factor de infertilidad. Los resultados se
analizaron con Graphpad Prisma 5.0 y se consideraron estadisticamente significativos
con p < 0.005.

Se estudiaron 110 pacientes: 33 con mala integridad del ADN esper-
matico (grupo 1) y 77 con buena integridad (grupo 2). La concentracién espermatica
y la movilidad tipo A+B en el grupo 2 fue significativamente mas alta que en el grupo
1 (p < 0.0001) en donde se registr6 mayor nimero de méviles no progresivos e in-
méviles. La morfologia normal fue mas alta en el grupo 2 (p = 0.0063). En los varones
menores de 40 afios se observé un nimero significativamente mayor de casos de buena
integridad espermdtica (p = 0.013). El diagnéstico seminal demostré que los varones
con mala integridad tuvieron alteraciones espermaticas mas severas. Los factores de
infertilidad mas frecuentes implicados en ambos grupos fueron: aborto de repeticion,
edad de la pareja, falla previa en la técnica de reproduccién asistida, factor masculino
severo y factor tubarico.

La mala integridad del ADN espermatico tiene repercusiones en la
concentracion espermatica, movilidad y morfologia, ademas de alterar el diagnéstico
seminal, pues los varones tuvieron trastornos mds severos cuando no hubo algtn factor
de infertilidad que describiera un comportamiento especifico relacionado con la mala
integridad espermdtica.

Dario al ADN espermatico; pacientes infértiles; México; leucocitos;
ADN espermatico; concentracion espermatica; movilidad.

To determine the impact of sperm DNA damage on the most studied
seminal parameters in clinical diagnosis of infertile males.

Prospective and comparative case-control study that
included male patients seen at Centro Integral de la Mujer y Reproduccion Asistida
de Puebla, Mexico. Study parameters: age, mobility, morphology, seminal diagnosis,
leukocytes and infertility factor. The results were analyzed with Graphpad Prism 5.0
and were considered statistically significant with p < 0.005.

110 male patients were studied: 33 patients with poor sperm DNA integrity
(group 1) and 77 patients with good integrity (group 2). Sperm concentration and type
A + B mobility in group 2 was significantly higher than in group 1 (p <0.0001), where
a greater number of non-progressive and immobile mobiles was recorded. The normal
morphology was higher in group 2 (p = 0.0063). In men under 40 years of age, a sig-
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nificantly higher number of cases of good sperm integrity was observed (p = 0.013).
The seminal diagnosis showed that males with poor integrity had more severe sperm
alterations. The most frequent infertility factors involved in both groups were: repeat
abortion, age of the couple, previous failure in the technique of assisted reproduction,

severe male factor and tubal factor.

The poor integrity of the sperm DNA has repercussions on sperm
concentration, mobility and morphology, alters the seminal diagnosis, since males had
more severe alterations when there was no infertility factor that described a specific

behavior related to poor sperm integrity.

Sperm DNA damage; Infertile males; Mexico; Leukocytes; Sperm DNA;

Sperm concentration; Mobility.

En la actualidad, la integridad del ADN esper-
matico es un parametro ideal para evaluar la
calidad seminal y un predictor del potencial
de fertilidad.! Aproximadamente de 10 a 15%
de los varones infértiles tienen parametros nor-
males en espermiogramas, segtn lo establecido
por la OMS. A pesar de que los varones tienen
valores normales en el analisis morfolégico
seminal, la dificultad para lograr un embarazo
conduce a la necesidad de evaluar el dafio al
ADN, las alteraciones meidticas o aneuploidias
espermaticas.? La capacidad del ovocito para
reparar este dafio depende de las condiciones
citoplasmaticas y su calidad genémica, que dis-
minuye conforme aumenta la edad de la mujer;
aunque es un mecanismo dificil de evaluar, el
estudio del factor seminal puede aportar mejor
asesoramiento a los pacientes, al contar con la
informacién completa de la pareja (dafio del
ADN espermatico y capacidad de reparacion
por parte del ovocito).?

El ADN espermatico dafado y no reparado se
relaciona con la expresion tardia del genoma
paterno y el bloqueo en el desarrollo postim-
plantatorio de embriones con cariotipo normal.**
Esto explica el bloqueo durante el desarrollo

embrionario y la obtencién de blastocistos, y el
fracaso de las técnicas de reproduccion asistida.

Existen varias pruebas para medir la fragmenta-
cién del ADN espermatico: técnica de TUNEL,
COMET, técnica de dispersion de cromatina y
SCSA. En todas estas se reporta una correlacién
negativa con las tasas de fecundacién o desarro-
llo embrionario.®” La técnica de dispersién de
la cromatina, basada en una descondensacion
inducida del ADN, detecta la fragmentacion
del material genético espermatico y resulta una
técnica adecuada porque es mas sencillay eficaz
para determinar este pardmetro.®

La ventaja del diagnéstico de infertilidad mas-
culina se observa cuando disminuye la ansiedad
en los varones que desean conocer los motivos
precisos de su infertilidad y una vez encamina-
dos en un proceso de diagnéstico-tratamiento
pueden implementarse estrategias clinicas que
ayuden a la pareja.®®

El estudio de la fragmentacion del ADN esper-
matico, mediante la técnica de dispersion de
cromatina, cumple con el objetivo de ofrecer
una mejor evaluacién del factor masculino en
el contexto de cada grupo de diagnéstico de
infertilidad, para ayudar a brindar una orienta-
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cién mas precisa en la terapéutica seleccionada.
El objetivo de este estudio fue: determinar las
repercusiones del dano al ADN espermatico
en los pardmetros seminales mas estudiados en
diagnéstico clinico de varones infértiles.

Estudio de casos y controles, prospectivo y
comparativo efectuado en pacientes masculi-
nos atendidos en el Centro Integral de la Mujer
y Reproduccién Asistida de Puebla, México
(CREAFAM). Mediante la técnica de dispersion
de cromatina a las muestras de semen de los
pacientes se aplicé una prueba. Para fines de en-
sayo, los sujetos de estudio se dividieron en dos
grupos segun el porcentaje de fragmentacién del
ADN espermatico: grupo 1 con mala integridad
del ADN espermatico (> 30% de espermatozoi-
des con fragmentacién del ADN) y grupo 2 con
buena integridad del ADN espermatico (< 30%
de fragmentacién del ADN).

Se analizaron la integridad del ADN espermatico
y su repercusion en diferentes variables: edad del
varén, movilidad tipo A+B, morfologia esperma-
tica y diagndstico seminal. Para el andlisis de la
edad del vardn los pacientes se subestratificaron
en dos grupos: menores de 40 afios y mayores
de esta edad.

La recoleccién y andlisis basico de las muestras
seminales se efectuaron de acuerdo con los
parametros del Manual de la OMS para examen
y procesamiento de semen humano, con los
criterios de morfologia estricta de Kruger." En
un portaobjetos rotulado con los datos del pa-
ciente se tomaron 6 pL de semen y se efectud
un barrido con un cubreobjetos. Se colocaron
otros 10 pL de semen en una tira reactiva de pH
(Merck, Darmstdat, Alemania) para determinar

si existia infeccion o proceso de inflamacién.
Se aplicé una tincién hematoldgica (Hycel,
México) y se observé al microscopio 6pti-
co (Olympus CH-2, Japén) con un objetivo
100X). Para el analisis de movilidad y con-
centracion espermatica se tomaron 6 pL de
semen previamente licuado en una camara
Makler (Sefimedical Instruments, Boston MA)
y se observé con el objetivo de 20X. Después
de evaluar la muestra, el eyaculado total se
deposité en un tubo de fondo conico NUNC
de 14 mL (Thermo Fisher Scientific, Marietta,
Ohio) y se realizé un lavado con HTF-HEPES
(Irvine Scientific Santa Ana, CA) a 18000 rpm
en una centrifuga Zeigen CH90-1A. El botén
de células se aforé a 0.4-0.5 mL en medio
HTF-HEPES segln su concentracion.

El analisis de fragmentacion se llevé a cabo con
el equipo Halosperm ADN (Halotech, Madrid,
Espana). El fundamento de esta técnica implica
una respuesta diferencial del nicleo de los es-
permatozoides con ADN fragmentado y de los
que poseen ADN intacto en donde los ntcleos
espermaticos con fragmentacion de las cade-
nas de ADN generan halos muy pequefios o
inexistentes.® Se prepard una alicuota de semen
diluido en medio HTF-HEPES (Irvine Scientific
Santa Ana, CA); la dilucién del semen se calculd
segln la concentracion de espermatozoides por
mililitro. Las laminillas se colocaron durante 7
minutos en el refrigerador a 4°C para permitir
que la agarosa formara un microgel con los
espermatozoides.

Enseguida, las laminillas se sumergieron hori-
zontalmente durante 7 minutos en una matriz
en la solucién acida (Halotech, Madrid, Es-
pafna) para romper la membrana espermética.
Luego se incubaron durante 25 minutos en el
acelerador de lisis (Halotech, Madrid, Espana)
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para desnaturalizar las membranas celulares,
proteinas y material genético y liberar los
nucleétidos a partir de un halo de dispersion
de ADN. Por dltimo, se aplicé una tincién
hematoldgica (Hycel, Ciudad de México) para
poder visualizar los halos de dispersién con un
microscopio 6ptico (Olympus CH-2, Jap6n) con
un objetivo de 100X.

Con base en los criterios del Manual de la OMS
para examen y procesamiento de semen humano
(5a edicién, 2010), los dos grupos de integridad
espermatica se dividieron conforme a su diag-
nodstico: teratozoospermia, astenozoospermia,
oligoastenoteratozoospermia, astenoterato-
zoospermia y normozoospermia. Los criterios
utilizados para este diagndstico fueron los
convencionales.

Los datos se analizaron con el programa Pris-
ma 5.0 (Graphpad Software, San Diego CA).
Se efectu6 una prueba de normalidad con el
andlisis D'Agostino y Pearson omnibus norma-
lity test. En el andlisis de integridad por edad
y el diagnéstico seminal se integré una tabla
de contingencia y la prueba exacta de Fisher
y %2, respectivamente. Para los analisis de mo-
vilidad A+B, morfologia y leucocitos se aplicé
la prueba t de Student para datos no pareados.
Para el andlisis de la movilidad Cy D se utilizé
la prueba de Mann Withney. El programa de
computo calculé los valores de probabilidad,
los resultados se consideraron estadisticamente
significativos con una p < 0.005.

De 110 pacientes estudiados, 33 tuvieron mala
integridad del ADN espermatico y 77 buena.
Las caracteristicas demograficas de ambos
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grupos fueron similares. La concentracion es-
permatica en el grupo de pacientes con buena
integridad del ADN fue significativamente mas
alta que en el grupo de mala integridad (media
69.2 + 34.79 vs 37.47 + 40.65, p < 0.0001)
(Figura 1A). La movilidad A + B fue signifi-
cativamente mads alta en el grupo de buena
integridad (media 50.92 + 12.72 vs 30.30 +
15.53, p <0.0001) respecto del grupo de mala
integridad. La movilidad tipo C fue significati-
vamente mayor en el grupo de mala integridad
(media 20.73 + 9.59 vs 25.48 + 13.83, p =
0.0436) y el porcentaje de inmovilidad fue
notoriamente mas alto en el grupo de mala
integridad (media 28.40 + 12.48 vs 42.12 +
20.86, p < 0.0001) comparado con el grupo
de buena integridad (Figuras 1B, C y D). El
porcentaje de morfologia normal fue mucho
mads alto en el grupo de buena integridad (5.93
+3.32 vs 4.24 + 2.04, 0.0063) (Figura 1E). El
analisis de integridad del ADN por edad del
varén demostr6 que en los menores de 40 afios
se registran muchos mas casos de buena inte-
gridad espermatica (p = 0.013) (Figura 1F). Por
lo que se refiere al diagnéstico seminal en el
grupo de buena integridad se registré un nime-
ro y porcentaje significativamente mas alto de
pacientes con normozoospermia comparado
con el grupo de mala integridad. En el caso
de teratozoospermia y astenozoospermia se
observo que significativamente mds pacientes
del grupo de buena integridad lo tuvieron (p <
0.0001), y los pacientes con mala integridad
reportaron alteraciones espermaticas mas se-
veras. Figura 2A

El anélisis de la cantidad de leucocitos por
campo demostr6 que no existen diferencias sig-
nificativas entre los grupos (p = 0.3529) (Figura
2B). Los factores de infertilidad mds frecuentes
implicados en ambos grupos de integridad
espermética fueron: aborto de repeticion,
edad de la pareja, falla previa en la técnica de
reproduccion asistida, factor masculino severo
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y factor tubdrico. En el grupo de buena integri-
dad espermatica, el factor aborto de repeticién
coexistio en 23% de los casos, mientras que en
el grupo de mala integridad se registré en 12%.
El factor edad prevalecié en 32% de los pacien-
tes del grupo de buena integridad y en 39% de
mala integridad. El factor de falla previa en la
técnica de reproduccién asistida fue de 10%
en el grupo de buena integridad espermatica
y 15% en el de mala. Por dltimo, los factores
masculino y tubdrico coexistieron en 7% en
el grupo de buena integridad y 12% en el de
mala, mientras que el tubarico se encontré en
10% del grupo de buena integridad y en 6%
del de mala integridad espermdtica. Figura 2C

DISCUSION

En los tratamientos de reproduccion asistida
el éxito clinico se asocia, normalmente, con
multiples factores femeninos y masculinos. El
factor masculino mas importante es la integridad
estructural y funcional del espermatozoide.™
Estd demostrado que existe una relacién entre
un porcentaje elevado de espermatozoides con
alteraciones en la cromatina y los resultados no
exitosos de las técnicas de reproduccion asistida.
Por ejemplo, estd reportado que disminuyen las
tasas de fertilizacion e implantacion en tratamien-
tos de alta complejidad que originan mala calidad
embrionaria, bloqueo embrionario y abortos."
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Durante la seleccién de los mejores esperma-
tozoides que se utilizaran para llevar a cabo la
fecundacion, se toman en cuenta pardmetros
morfolégicos, como movilidad y morfologia,
cualidades que han demostrado ser insuficientes
para seleccionar los gametos mas competentes.
Los ensayos de fragmentacion del ADN esper-
matico han permitido analizar al espermatozoide
de una manera integral. Los datos obtenidos de

este ensayo alin suscitan controversia aunque la
mayor parte de los estudios reporta una correla-
cién inversa entre la fragmentacion del ADN y
la calidad espermética evaluada por la concen-
tracién, movilidad y morfologia, sin tomar en
cuenta la edad de los varones.™

En nuestro estudio, el analisis de la concentra-
cién y movilidad espermatica demostré que en
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las muestras de semen que contenian esperma-
tozoides de buena integridad, la concentracién
espermatica fue significativamente mas alta
respecto de las muestras de mala integridad.

La movilidad progresiva también fue significativa-
mente mas alta en el grupo de buena integridad,
asi como la morfologia normal también fue
mucho mas alta en las muestras seminales de
pacientes con buena integridad espermatica, lo
que concuerda con lo reportado previamente.'>'3
Estos resultados deben tomarse con precaucion
debido a que no siempre puede predecirse qué
indice de fragmentacién tiene un paciente de
acuerdo con solo la evaluaciéon de movilidad,
morfologia y concentracién espermdtica. Al-
gunos estudios han demostrado que existe una
correlacion entre la fragmentacion del ADN y
morfologia anormal, como la megalocefalia,
mdltiples colas con disomia o globosospermia
que ha incrementado las tasas de aneuploidia
embrionaria y pérdidas recurrentes del emba-
razo.'*'

En este estudio se observé que los varones
mayores de 40 anos tuvieron un indice de frag-
mentacion del ADN espermatico mas alto que
los varones mas jovenes. Esto coincide con lo
reportado por diversos autores.?'®'” Algunos
estudios apoyan la evidencia de la disminucién
de los pardmetros seminales convencionales con
la edad.’®" La fragmentacion del ADN esper-
matico como marcador de fertilidad masculina
ha permitido establecer la relacion entre la frag-
mentacion y la edad del varén.?® Varios autores
observaron, mediante el ensayo COMETA, que
la fragmentacién aumentaba con la edad.?"* En
otro estudio no se demostré que hubiera una co-
rrelacién entre ambos parametros obtenidos por
TUNEL.? Se evalué la fragmentacion mediante
SCSA junto con otros parametros seminales en
grupos de varones de diferentes edades. Cuando
las muestras del grupo de varones mayores de
45 anos se compararon con las de otros grupos

se observé una diferencia significativa en tres
parametros: motilidad, vitalidad, fragmentacion.
Los varones de 45 afos o mayores tenian me-
nor motilidad espermatica que los varones mds
jovenes, mientras que el indice de fragmenta-
cién era significativamente mayor. El indice de
fragmentacién en el grupo de mayor edad era
superior a 30%, lo que corresponde a un bajo
potencial fertilizante; en los grupos de varones
mas jovenes el indice de fragmentacién estaba
por debajo de ese valor.?*?>2¢ Entonces, la edad
del varén sigue siendo un tema discutido por lo
que requiere mayor investigacion que permita
demostrar si la discrepancia entre los resultados
se debe a la técnica empleada en el estudio de
la fragmentacién y asi determinar la repercusién
real de la edad del vardn en los diferentes para-
metros estudiados en el diagndstico clinico de
la pareja infértil.

El analisis del diagnéstico seminal demostré que
los varones con buena integridad espermatica
tuvieron mayor porcentaje de normozoospermia
y, de forma complementaria, los varones con
mala integridad espermatica reportaron mayor
porcentaje de alteraciones espermdticas mas
severas. Ya esta reportada la estrecha asociacién
entre diagndstico seminal con alteraciones y los
indices de fragmentacion del ADN. Por ejemplo,
se ha observado que la fragmentacién es mayor
en pacientes con diagndstico de oligoasteno-
zoospermia,?’?® |o que se relaciona con el bajo
potencial fertilizante de estos espermatozoides.
Esta demostrado que el indice de fragmentacion
espermatica no siempre se relaciona con los pa-
rametros seminales, en este caso solo se observo
en 30% de los varones con una fragmentacion
superior a 27% que tuvieron astenozoospermia
u oligozoospermia.?*3°

El conteo de leucocitos en una muestra seminal
es un proceso rutinario en la evaluacion an-
droldgica. La existencia de estas células se ha
asociado con infecciones que pueden afectar el
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potencial reproductivo del varén.*' En el estudio
aqui comunicado no se encontr6 diferencia
significativa entre el nimero de células por
campo en las muestras de pacientes con buena
integridad y mala integridad del ADN esperma-
tico. Esto indica que no existe una relacién entre
estas variables y podria no tomarse en cuenta
durante una evaluacion de la fragmentacién
del ADN espermatico. En un estudio reciente
se demostr6 que a pesar de que las infecciones
puedan alterar algunos pardmetros seminales
como la movilidad y condensacién de la cro-
matina, la integridad del ADN no se afecta de
manera significativa.?

El analisis del diagnéstico de la pareja demostrd
que los factores de infertilidad méas frecuentes
asociados con la integridad espermatica fueron
el aborto de repeticion, la edad de la pareja, falla
previa en la técnica de reproduccién asistida,
factor masculino severo y factor tubdrico. En el
caso del aborto de repeticién se ha demostrado
que la expresion tardia del factor paterno podria
explicar esta situacion, donde hay ovocitos que
fecundan pero, posteriormente, hay una deten-
cién del desarrollo embrionario lo que explica
los resultados negativos en parejas donde la téc-
nica de reproduccién asistida empleada deberia
haber resuelto el problema.*

La expresion tardia del factor masculino en el
desarrollo embrionario también determina la
detencién de su desarrollo antes de la implan-
tacion, lo que se relaciona con los resultados
obtenidos en los grupos de falla previa de téc-
nicas de reproduccion asistida, y con todos los
parametros seminales estudiados. En estos casos
se sugiere efectuar a las parejas el estudio de inte-
gridad del ADN espermatico mediante la técnica
de dispersion de cromatina antes de intentar un
nuevo embarazo.** Se ha sefalado que el origen
de la fragmentacion del ADN espermético puede
ocurrir en diferentes estadios del desarrollo de
los espermatozoides, es decir, tanto a nivel testi-
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cular durante la espermatogénesis como durante
el transito por los conductos eyaculadores, en
cuyo caso los dafios generados postesticular-
mente podrian tener un mejor pronéstico de
tratamiento exdégeno con antioxidantes y de
reparacién por parte del ovocito.*®

La mala integridad del ADN espermatico tiene
un efecto significativo en la concentracién es-
permatica, la movilidad y la morfologia pues
hay alteraciones en estos pardmetros en varones
con alta fragmentacion del ADN espermdtico.
La mala integridad de ADN también altera el
diagnéstico seminal, pues los varones tuvieron
alteraciones mas severas cuando la integridad
espermatica fue mds baja. No se observé algin
factor de infertilidad que describiera un com-
portamiento especifico relacionado con la mala
integridad espermatica.

Los resultados de este estudio ayudaran a iden-
tificar entre los diagndsticos de factor masculino
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