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RESUMEN

Objetivo: El objetivo de nuestro estudio es evaluar la fragmentacion
del ADN de los pacientes que consultan por esterilidad en nuestras
clinicas y de donantes voluntarios, y observar si hay correspondencia
con las diferentes alteraciones seminales.

Método: Se ha analizado la fragmentacién de 212 muestras seminales
de pacientes que iban a ser sometidos a ciclos de fecundacioén in vitro,
comparando las distintas alteraciones de concentracién, movilidad y
morfologia de forma individual y sus combinaciones.

Resultados: Los pacientes que presentaban una tinica alteracién, tanto
los que mostraban la concentracién como la movilidad disminuida te-
nfan el ADN fragmentado en mds del 50% de los casos. En los casos
en los que mostraban alterada sélo la morfologia s6lo el 11% presenta-
ba fragmentacién.

Discusion: Los datos presentados en este estudio prueban una clara re-
lacién entre la calidad seminal y la fragmentacién del ADN espermati-
co con relacién a la concentracién y movilidad. En cambio no encon-
tramos una relacion muy alta entre el dano del ADN y la morfologia
espermatica.

Conclusién: Consideramos que es importante realizar esta prueba
complementaria a todos los pacientes con algiin parimetro alterado
para asi saber qué protocolo seguiremos si se somete a un ciclo de re-
producciéon, aumentando de esta forma las expectativas de embarazo.

Palabras clave: Fragmentacién de ADN espermatico. Calidad semi-
nal. SCD (sperm chromatin dispersion). Esterilidad masculina.

ABSTRACT

Association between seminal parameters and
sperm DNA fragmentation

Objective: The objective of our study was to eva-
luate the DNA fragmentation in patients who
consult for infertility and voluntary donors, and
see if there is any correspondence between the va-
rious seminal parameters and DNA damage.

Method: We analyzed the DNA fragmentation of
212 seminal samples from patients who were sub-
jected to in vitro fertilization cycles, comparing
the various alterations concentration, motility and
morphology of individual and their combinations.

Results: More than 50% of patients who had a
single alteration as concentration and motility
showed fragmented DNA. In cases showing only
altered morphology only 11% showed fragmenta-
tion.

Discussion: The data presented in this study pro-
ve a clear link between the seminal quality and
sperm DNA fragmentation in relation to the con-
centration and mobility. On the other hand we
did not find a relationship between high DNA
damage and sperm morphology.

Conclussion: We consider important to make this
additional test to all patients with any parameters
altered to select the best protocol in a reproducti-
ve cycle.

Key words: Sperm DNA fragmentation. Seminal
parameters. SCD (sperm chromatin dispersion).
Male infertility.

INTRODUCCION

Una de las causas mas comunes de esterilidad en cual-
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quier pareja con fallos reproductivos es la pobre cali-
dad seminal® . Sin entrar en el debate de su prevalen-
cia resulta obvio que en el estudio basico del varén se
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debe solicitar un seminograma, en el que se analiza-
rin parametros como concentracion, movilidad y
morfologia, principalmente. Con los avances en técni-
cas de reproduccion asistida se hace necesario profun-
dizar mas en el estudio seminal, porque queda paten-
te que el seminograma basico no es suficiente para
evaluar con precision la calidad del espermatozoide.

Con la introduccién de la ICSI (inyeccién esperma-
tica intracelular) se observéd una tendencia a minimizar
la importancia de los parametros seminales basaindose
en unos resultados aparentemente independientes de la
calidad del semen empleado. “Cualquier semen puede
ser valido para ICSI si hay al menos unos pocos esper-
matozoides en él” se decia. Sin embargo, el paso del
tiempo ha devuelto protagonismo al estudio del varén,
el llamado “factor masculino”. Ya con el incremento de
experiencia en ICSI, se hizo evidente que hay paciente
cuyos espermatozoides muestran fallos repetidos para
formar embriones viables, independientemente de que
sean capaces de fecundar al 6vulo®.

La fertilizacién involucra la interaccién directa del
espermatozoide y el 6vulo, la fusién de las membra-
nas celulares y la unién de los genomas. La compleji-
dad de este proceso y el desarrollo posterior del em-
brién dependen, en parte, de la integridad del ADN
espermatico. Parece que el daiio del ADN, es decir, el
anormal empaquetamiento o la deficiencia de prota-
minas en él, resulta clave para el desarrollo embriona-
rio y es un factor limitante en la tasa de embarazo?.
Un mal empaquetamiento de ADN espermatico pare-
ce correlacionarse con un efecto paterno tardio, pro-
vocando fallos de implantacién o pérdidas tempranas
de embarazos*?.

Por otro lado, una caracteristica del semen de varo-
nes infértiles, principalmente con oligoastenozoosper-
mia, es la produccién excesiva de especies reactivas del
oxigeno (ROS, del inglés: reactive oxigen species)®.
Una consecuencia de esas especies es el dailo que se
produce en la membrana plasmatica del espermatozoi-
de, que conlleva un descenso en el porcentaje de em-
barazos, tanto in vivo como in vitro’?. Las ROS no
solo danan los lipidos de las membranas plasmaticas de
los espermatozoides sino también a otras estructuras,
particularmente el ADN'13. Aunque no estd demos-
trado que el dano en el ADN del espermatozoide se
relacione con un fallo de fertilizacién, no se puede
descartar la transmisién de esa alteracion al embrion®.

El 4cido ascorbico protege al ADN espermatico del
dano provocado por el estrés oxidativo exdgeno. Se-
gln los estudios de Gyun et al, hay una correlacion
entre los valores de este acido en el plasma seminal y
el porcentaje de ADN desnaturalizado en el esperma-
tozoide (DFI, del inglés: DNA fragmentation index),
los pacientes con un DFI alterado presentan un défi-

cit. Estos pacientes con bajos valores de dcido ascorbi-
co también presentan los parametros seminales con-
vencionales alterados!*.

El objetivo de nuestro estudio es evaluar la frag-
mentacion del ADN de los pacientes que consultan
por esterilidad y de los donantes voluntarios, y tratar
de evidenciar alguna relacién con los diferentes patro-
nes de alteraciones seminales.

METODO

El estudio se ha llevado a cabo analizando 212 mues-
tras seminales de pacientes que iban a ser sometidos a
ciclos de reproduccion asistida 2 meses antes de la ini-
ciacion. Las muestras normozoospérmicas se obtuvie-
ron de donantes voluntarios. En todos lo casos se guar-
d6 una abstinencia de 3 a 5 difas, las muestras se
obtuvieron por masturbacién en recipiente estéril y
analizadas en menos de 1 h desde su obtencion.

Las muestras se dejaron 20 min que licuaran a
30 °C, a continuacién se realizé el andlisis de la con-
centracién (X 10°/ml) y movilidad (en %) en una ci-
mara Makler con un volumen de 5 pl.

La morfologia se estudié sobre una extension de
5 pl de semen fresco tenido con diff quik. Las formas
normales se consideran las que tienen un acrosoma
bien definido que ocupa del 40-70% de la cabeza, no
tienen defectos de cuello, pieza intermedia o cola y
las medidas de la cabeza son 5-6 pm de largo y entre
2,5-3,5 pm de didmetro.

Preparacion de las muestras seminales

El andlisis de la fragmentaciéon se llevd a cabo en
muestras sin capacitar por el SCD (sperm chromatin
dispersion) (halosperm) segtin el manual.

Determinacion de fragmentacion

La tincién se realizé con diff quik y el conteo se llevo a
cabo en un microscopio éptico con objetivo de 100x
bajo aceite de inmersion. En cada muestra se contabili-
z6 un total de 500 espermatozoides, separados en:

— Espermatozoides con halo grande: espermatozoi-
des cuyo grosor del halo es igual o mayor a la longi-
tud del didmetro menor del core.

— Espermatozoides con halo mediano: el grosor del
halo esta comprendido entre mayor que un tercio del
didmetro menor del core y menor que el didmetro
menor del core.

— Espermatozoides con halo pequeno: el grosor del
halo es igual o menor que un tercio del didmetro me-
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