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RESUMEN

Introduccion: Se estudian los factores que afectan el ADN espermatico en la actualidad
y en qué medida influyen en la aplicacién de las técnicas de reproduccion asistida de alta
tecnologia. La fertilizacion in vitro es un tema de interés que ha motivado a muchos

investigadores.

Objetivo: Determinar la relacion que existe entre el indice de fragmentacion del ADN de
la cromatina espermaética y los resultados de la técnica de fertilizacion in vitro en parejas

infértiles.

Metodos: Se realizo un estudio descriptivo transversal en 107 parejas infértiles remitidas
del Programa Nacional de Atencion a la pareja infértil, donde se precisd la asociacién
entre el potencial fertilizante y las variables de resultados: tasa de fertilizacion, calidad
embrionaria y embarazo. Se estudiaron, ademas, algunos factores que pueden influir en el

grado de fragmentacion del ADN.

Resultados: El potencial fertilizante no se relaciono con la tasa de fertilizacion, ni con el
embarazo clinico, pero si con la calidad embrionaria (P= 0.036). La edad paterna resulto

ser estadisticamente significativa en relacion con el potencial fertilizante (P= 0.032).
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La presencia de varicocele se asocidé con el bajo potencial fertilizante (OR= 5,27;
IC 95 % [1.34 - 24.09]).

Conclusiones: El indice de fragmentacion del ADN de la cromatina espermaética afecta
negativamente la calidad de los embriones a transferir. La edad y el varicocele se
relacionan positivamente con el grado de fragmentacion del ADN espermético. El
consumo de alcohol, el habito de fumar y la exposicién a agentes fisicos y quimicos no se

relacionaron con el indice de fragmentacion del ADN espermatico en este estudio.

Palabras clave: fertilizacion in vitro; fragmentacion del ADN de la cromatina

espermatica; semen; infertilidad.

ABSTRACT

Introduction: The factors that affect the spermatic DNA are being studied at present and
in what extent they affect the implementation of high technology assisted reproduction
techniques. In vitro fertilization is a topic of interest that has motivated many
researchers.

Objective: To determine the relationship between the rate of DNA fragmentation of
sperm chromatin and the results of in vitro fertilization technique in infertile couples.
Methods: A descriptive cross-sectional study was conducted in 107 infertile couples
referred to the National Program of Attention to the Infertile Couple, where it was
specified the association between the potential fertilizer and outcome variables: rate of
fertilization, embryo quality and pregnancy. In addition, there were studied some factors
that may influence the degree of DNA fragmentation.

Results: The fertilizing potential was not related to the rate of fertilization, or with the
clinical pregnancy, but it did with the embryo quality (p= 0.036). The paternal age
proved to be statistically significant in relation to the fertilizing potential (p= 0.032). The
presence of varicocele was associated with the low fertilizing potential (OR = 5.27; CI
95% [1.34 - 24.09]).

Conclusions: The rate of DNA fragmentation of sperm chromatin negatively affects the
quality of the embryos to be transferred. The age and varicocele are positively related
with the degree of sperm DNA fragmentation. The consumption of alcohol, the smoking
habit and the exposure to chemical and physical agents were not associated with the rate

of sperm DNA fragmentation in this study.
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Introduccion

La infertilidad es considerada como un trastorno de la salud reproductiva y reconocida
como tal por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Tiene percusiones no solo
desde el punto de vista organico, sino en el status psicosocial de la pareja.) Afecta entre
15y 20 % de las parejas en edad reproductiva’®, comportandose en nuestro pais, en
estudio realizado por Padrén y otros entre 14 y 16 %.® Alrededor del 40 - 50 % de los
casos, son de origen masculino.®

El manejo de la pareja con problemas de infertilidad es complejo y los tratamientos
convencionales, dirigidos esencialmente a corregir la causa probable suelen ser
infructuosos, lo que conlleva a utilizar técnicas de reproduccion asistida (TRA).

Basado en los aportes de sus predecesores, en 1978 el grupo inglés liderado por Robert
Edwards, logrd exitosamente el primer nacimiento humano mediante la fertilizacion in
vitro (FIV), en el Reino Unido.®) En nuestro continente, los primeros resultados en
nacidos vivos, fueron en los Estados Unidos de América, en 1981.©) Desde entonces, las
TRA en general y la FIV en particular, han tenido un crecimiento vertiginoso y se han ido
extendiendo a numerosos centros, donde se desarrollan nuevos procederes que la hacen
mas efectiva.

En Cuba, desde 1979 se dieron los primeros pasos con la transferencia embrionaria en
animales, pero no fue hasta la década del 80, que comenzaron los estudios en
reproduccion humana. Los pioneros fueron el Instituto Nacional de Endocrinologia
(INEN) y el Hospital Ginecobstétrico “Ramoéon Gonzalez Coro”, donde se logrd en 1986
el primer nacido vivo de esta técnica en Cuba y Centro América. En el Servicio de
Endocrinologia y Reproduccion del Hospital Clinico Quirargico “Hermanos Ameijeiras”

se iniciaron los primeros estudios para implementar la FIV y no fue hasta 1990 que se
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obtuvieron 3 embarazos en ese afo y el nacimiento de un nifio en 1992. Después de una

pausa originada por factores econdmicos, en 1999 se reinicia el trabajo en esta

especialidad, creandose un Centro de Referencia Nacional de Reproduccion Asistida y

convirtiendo a Cuba, en el Unico pais de América Latina que brinda este servicio de

forma gratuita a disposicion de las parejas que lo necesiten.(”

Nuestro centro, a pesar de las reales limitaciones econdmicas, hace un considerable

esfuerzo y ha logrado conformar un laboratorio, con las condiciones técnicas necesarias

y un equipo humano multidisciplinario capacitado, para llevar a cabo la reproduccion

asistida de alta tecnologia en un numeroso grupo de parejas, que son remitidas del

Programa Nacional de atencion a la pareja infértil.

Si bien los métodos de reproduccion asistida se han desarrollado de manera apreciable
desde el punto de vista técnico, ello por si solo no basta para lograr un embarazo, que es el
objetivo final de las TRA. Con el desarrollo de las mismas, se han ido definiendo factores
maternos y paternos, que pueden influir en el éxito del proceso.

El analisis del semen sigue siendo la prueba clinica de laboratorio mas importante para la
evaluacion del factor masculino. EI nimero y la concentracion de los espermatozoides, su
movilidad y su normalidad morfol6gica son factores importantes que determinan el éxito
en la consecucion de un embarazo.® Aunque el analisis del semen, constituye un pilar
esencial para la evaluacion de la infertilidad, en algunas parejas no permite detectar la
presencia de alteraciones micromorfoldgicas del espermatozoide.” Se considera que
aproximadamente 15 % de los varones infértiles presenta un espermograma dentro de la
normalidad,*® por lo que recientes estudios indican que la fragmentacion del &cido
desoxiribonuclueico (ADN) espermatico podria ser otro predictor de fertilidad y que un
ADN intacto es necesario para la correcta transmision del material genético a la préxima

generacion.V

Las alteraciones en el ADN de los espermatozoides son consideradas una causa
importante de infertilidad y han despertado particular interés por el riesgo que implica la
transmision de defectos genéticos a la descendencia, en especial, cuando se utilizan
TRA.!? En estos procedimientos no es posible realizar una seleccion espermatica que

permita excluir espermatozoides con dafio genémico.

Diversos estudios clinicos indican que el porcentaje de espermatozoides con
fragmentacion del ADN, esté significativamente correlacionado con la tasa de embarazo

tanto in vivo como in vitro y demuestran que los varones infértiles tienen una mayor
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fraccion de espermatozoides con roturas en el ADN,*3*) por lo que se ha intentado
establecer un punto de corte por encima del cual, el prondstico seria desfavorable. Estos
ensayos permiten discriminar entre individuos fértiles e infértiles y pueden ser
determinantes en el tratamiento de la pareja infértil, como por ejemplo, en la

recomendacion del procedimiento de reproduccion asistida mas adecuado.*516)

Se han desarrollado varias técnicas, objetivas y reproducibles, para detectar rupturas de
hebra simple o doble en el ADN espermatico. Estas incluyen métodos directos, como, los
ensayos de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated!' - deoxyundine5' -
tnphosphate nick end - labeling) y Cometa (single - cell gel electrophoresis assay) v,
métodos indirectos, como el andlisis de la estructura de la cromatina (SCSA).(t0:17:18)

Fernandez y otros®®2%), desarrollaron una nueva técnica que permite evaluar la integridad
del ADN. Se trata del ensayo de dispersion de la cromatina espermatica (SCD). Mediante
un tratamiento acido se induce la descondensacion del ADN y los espermatozoides con
ADN intacto son visualizados (mediante microscopia de campo claro) por la formacion
de un halo de dispersion alrededor de la cabeza. Los espermatozoides con ADN
fragmentado no forman este halo de dispersion. Esta metodologia es sencilla de realizar,
rapida y requiere de instrumentos de laboratorio de facil acceso. Ademas, es de bajo costo

y se correlaciona con técnicas existentes de mayor complejidad y costo.

El origen de las lesiones en el ADN del espermatozoide puede deberse a multiples causas,
como son, determinadas condiciones ambientales: temperatura testicular elevada,
contaminacion atmosférica y tabaquismo; o patoldgicas: criptorquidia, varicocele,
procesos inflamatorios o infeccion del tracto genital, cancer, episodios febriles, estrés,
uso de farmacos, factores hormonales, o edad avanzada.(!%?1?222324) E| mecanismo
molecular implicado en estas lesiones se encuentra en investigacion. Los principales
mecanismos en consideracién son el empaquetamiento anormal del ADN espermatico
durante el proceso de espermatogeneésis, la apoptosis abortiva y la presencia o accion

sobre el ADN de las especies reactivas de oxigeno (ROS).2526:27.28)

La realizacion de esta investigacion ofrece elementos tedricos importantes, ya que
contribuye al entendimiento de los problemas relacionados con el éxito/ fracaso de la
FIV, generando un marco conceptual, cientificamente establecido, sobre la reproduccion

humana y las técnicas empleadas para la solucién de los problemas de infertilidad.
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Por otra parte, tiene implicaciones clinicas, porque permite una mejor seleccion de las
parejas tributarias de reproduccion asistida de alta tecnologia, lo que supondria, aumentar
notablemente las tasas de éxito, reducir el nimero de ciclos innecesarios y conseguir
finalmente, no solo una eficiencia mayor de estas técnicas, sino también un menor costo
socioeconomico.

El conocimiento de los factores que influyen en las alteraciones del ADN de la cromatina
espermatica, es de vital importancia puesto que facilita generar estrategias terapéuticas y

de prevencion dirigidas a mejorar la calidad del semen paterno.

Métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo transversal, en el servicio de Endocrinologia del
Hospital Clinico Quirurgico “Hermanos Ameijeiras”, de conjunto con el Centro Nacional
de Genética Médica “Victoria de Girén”, en el periodo comprendido de enero a

diciembre de 2013.

El universo estuvo conformado por parejas infértiles remitidas del Programa Nacional de
atencion a la pareja infértil, que requirieron FIV convencional. La muestra quedo
constituida por 107 parejas infértil, que cumplieron los criterios de inclusion: mujeres de
edad < 42 afios, causa tubarica de infertilidad o reserva ovarica normal (niveles de FSH
basal < 10 mUI/ml), estudios hormonales previos al proceder dentro del rango de la
normalidad (prolactina, insulinemia, hormona estimulante de la tiroides, estradiol basal),
asi como los siguientes criterios de exclusion: mujeres con presencia de fibroma uterino
que comprometa la cavidad endometrial, polipo endometrial o hidrosalpinx, no respuesta
a la induccién de la ovulacién -que se considerd cuando al 6to dia tenian menos de tres
foliculos en cada ovario, con un didmetro menor de 10 mm y niveles de estradiol por
debajo de 1000 pmol/L-, presencia de enfermedades de transmision sexual, genéticas,
malignas, degenerativas o caquectizantes, asi como hombres con alteraciones severas del
espermograma. El tamafio de la muestra se determind por razones de factibilidad y la

inclusion se realizé de forma consecutiva.
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Se determiné el indice de fragmentacion del ADN de la cromatina espermatica (IFA)
mediante el test de dispersion de la cromatina espermatica (SCD): “Sperm Chromatin
Dispersion”. Se define como un IFA normal cuando se encuentra en un 22 % + 2,920
En nuestro estudio se establecio que el potencial fertilizante de una muestra seminal en
funcién del indice de fragmentacion del ADN de la cromatina espermatica era alto
cuando este era < de 25 %, o bajo, cuando era > a 25 %. Para la realizacion de este
examen los hombres fueron citados en el laboratorio de Reproduccion Asistida del
hospital Hermanos Ameijeiras, en el periodo comprendido entre el primer mes posterior
al ciclo de estimulacion de la induccion de la ovulacién, donde se tomd la muestra de
semen que fue enviada al Centro Nacional de Genética Médica para su analisis y
procesamiento.

Durante el proceso de FIV se analizaron variables como: numero de 6vulos aspirados y
fertilizados, tasa de fertilizacion, calidad de las tripletas embrionarias que serian
transferidas al Utero, y se realizo la determinacion de la Beta HCG, que en caso de ser
positiva (valor > a 5 mUI/ml), se evaluo por ultrasonido la presencia o no de embarazo.
Ademas, se analizaron variables que consideramos pueden influir en el indice de
fragmentacion del ADN espermatico: edad paterna, varicocele y otras condiciones como

el consumo de alcohol, habito de fumar y exposicion a agentes fisico/quimicos.

El procesamiento de los datos se realizo mediante el paquete estadistico SPSS version 15
para Windows. Se emplearon medidas de resumen para variables cualitativas (frecuencias
absolutas y porcentajes); para las variables cuantitativas se calculé el promedio y la
desviacion estandar. Para evaluar la asociacion entre la variable potencial fertilizante en
relacion con las variables de resultados se emplearon: tasa de fertilizacion, calidad
embrionaria y embarazo. Se confeccionaron tablas de contingencia y se realiz6 un
andlisis univariado empleando la prueba de independencia chi cuadrado (X?), o test
exacto de Fisher, segun fuera apropiado. El analisis multivariado se baso en el modelo de
regresion logistica paso a paso, donde ademéas se obtuvieron los Odds Ratio (OR)
“ajustados”, controlando el resto de las variables con intervalos de confianza del 95 %.
La eleccién de las variables explicativas consideradas para este analisis respondié a un
analisis previo donde se evallo la asociacion entre todas las variables explicativas,
mediante la determinacion del coeficiente de contingencia. Para este andlisis se tomo
como variable dependiente la calidad embrionaria de forma dicotémica (buena y mala

calidad) y como variables explicativas o independientes, el potencial fertilizante, la edad
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materna y los afios de infertilidad. Se utilizO un nivel de significacion de 5 % para
todas las pruebas empleadas. Se estimé el (OR) o razon de productos cruzados con el
proposito de cuantificar la magnitud de la asociacion en aquellos casos donde esta resulto

significativa en el analisis univariado.

Resultados

En las 107 parejas incluidas en la investigacién, la edad materna promedio fue
de 33,4 aflos (DE 4,25 afios), mientras que la paterna fue de 38,1 afios (DE
6,59 afos). Los afios de infertilidad tuvieron una media de 7,81 afios (DE 3,6).
Los hombres con antecedentes de hijos previos constituyeron el 34,6 %.

El indice de fragmentacion de la cromatina espermatica tuvo una media de
27,3 % (DE 8,6). ElI 33,6 % (36 hombres) presentaron un alto potencial
fertilizante (Fig.1).

- Alto potencial

- Bajo potencial

Fig. 1 - Distribucion del potencial fertilizante acorde al indice de
fragmentacién del ADN de la cromatina espermatica.

La tasa de fertilizacion promedio para el grupo de pacientes con bajo
potencial fertilizante fue de 75,56 (DE 19,05) y de 81,82 (DE 15,87) para los
que poseian un alto potencial fertilizante. A pesar de no existir diferencias
significativas (P= 0.39) se observa un ligero predominio de la baja tasa de

fertilizacidon en los pacientes con bajo potencial fertilizante (Fig. 2).
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Fig. 2 - Comportamiento de la tasa de fertilizacion en los
grupos con alto y bajo potencial fertilizante.

Como se muestra en la tabla 1, la buena calidad embrionaria predominoé en 64 pacientes
(59,1 %). La tabla refleja una asociacion significativa entre el potencial fertilizante y la
calidad embrionaria (P= 0.036). Nétese que un porcentaje mayor de pacientes con mala
calidad (79,1 %) poseia un bajo potencial fertilizante con relacion a los pacientes con
buena calidad, que poseian la misma condicién de potencial (57,8 %). Dicha relacion se
corroboré mediante la estimacion de la razon de productos cruzados: (OR= 2,76 (1,05 —
7,39) IC: 95 %). Lo que significa que los pacientes con bajo potencial fertilizante

muestran mayor probabilidad de asociarse a una mala calidad embrionaria.

Tabla 1 - Comportamiento del potencial fertilizante en relacion con

la calidad de los embriones a transferir

Buena calidad Mala ealidad
Variable embrionaria embrionaria
N= 64 N=43
| Alto Potencial Fertilizante 27 (42,2 %) 9(20,9%)
' Bajo Potencial Fertilizante 37(57,8 %) 34791 %)

P=0.036 (OR (95 % IC) = 2.76 (1.05-7.39)
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Solo en 17 mujeres (15,9 %) se obtuvo embarazo clinico, con un comportamiento similar

en los diferentes grupos en estudio, no existiendo diferencias significativas entre ellos

(P=1.00) (Tabla 2).

Tabla 2 - Comportamiento del potencial fertilizante en relacion con el logro de embarazo

Variable Embarazada No Embarazada
N=17 N=920
Alto Potencial Fertilizante 6(33,3 %) ' 30 (33,3 %)
Bajo Potencial Fertilizante 11 (64,7 %) ' 60 (66,7 %5)
P=1.00

La media de la edad paterna en los pacientes con bajo potencial fue de 39,1 afios (DE

6,68 afnos) y con alto potencial de 36,1 afios (DE 6,07), lo cual fue estadisticamente

significativo (P= 0.032) (Fig. 3).

Edad / Hombre

60 7
94
549 46
8 74
50 1
40 A
30 4
.29
20 +
25 % - 75 %
H Rango
10 4
" | Mediana
+ Media
0 . Y
Bajo potencial Alto potencial

Potencial fertilizante

Fig. 3 - Comportamiento de la edad de acuerdo al potencial fertilizante.
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En la tabla 3 se puede apreciar que el 24,30 % (26 varones) tenian antecedentes de
varicocele (21 se habian operado en el momento del estudio), de los cuales 23 (32,4 %)
poseian un bajo potencial fertilizante con una diferencia estadisticamente significativa
(P=0.008). Se corrobord esta asociacion mediante la estimacion del OR, que muestra un
valor de 5,27 con IC de 1.34 - 24.09. Esto significa que la probabilidad de tener un bajo

potencial fertilizante es mayor en los pacientes con antecedentes de varicocele.

Consumian alcohol en el momento de la consulta 45 pacientes (42,1 %), solo 2
(5,6 %) bebian de forma moderada y los 43 pacientes restantes lo hacian sin
transgredir las normas sociales (40,2 %). En ninguno de los casos estuvo presente
el alcoholismo. EIl habito de fumar estuvo presente en 17,8 % de los hombres y 24
de ellos (22,4 %) estuvieron expuestos a agentes fisicos o quimicos ambientales.
El porciento de pacientes que consumian de alcohol, poseian el habito de fumar y
estaban expuestos a agentes fisicos o quimicos ambientales fue ligeramente
superior en los varones que mostraron bajo potencial fertilizante, aunque no se

encontraron diferencias significativas (Tabla 3).

Tabla 3 - Medidas descriptivas de variables relacionadas con factores de riesgo

masculinos y su relacion con el potencial fertilizante

Alto potencial Bajo potencial
Variable fertilizante fertilizante P*
N=36 % nN=71 %

- Antecedente de varicocele (%6) (OR**)
Ausente 33 (5L7) 48 (57.6) 0.008
Presente 3(8.3) 23(32.4)

-Consuine de alcobol '
Abstinente 20 (35,6) 42(39.2) 013
Bebedor social 14 (38,9) 29 (40.8)
Bebedor moderado 2 (5,8) 0 {0)

“Hibuto de fumar
Mo Fumador 31 (86.1) 57(80.3) 0.59
Fumador 3{13,% 14 (15,7)

-Exposicion a agentes fisico’ quimicos
Mo expuesto 29 (B0,6) 54 (76,1 .
Calor 6(16,7) 14{19.7) 0.85
Otros (%) 1(2.8) 3(4.2)

¥: Un caso expuesto a plomo, dos a fertilizantes y uno a radiaciones.
P*: significativa para p<0.05, OR** (95 % IC) = 5.27 (1.34-24.09)
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Discusion
Los parametros obtenidos en el estudio del semen, a través de un espermograma
convencional no aportan una informacion completa y detallada de su potencial
fecundante y de la capacidad de proporcionar un embrion de buena calidad y un
embarazo evolutivo.?
Esta demostrado que los varones infértiles tienen una mayor fraccion de espermatozoides
con roturas en el ADN, por lo que, un estudio exhaustivo del factor masculino requiere
determinar otros parametros como es el indice de fragmentacion del ADN espermatico.
Este hecho puede tener un impacto negativo en los resultados de las técnicas de
reproduccion asistida de alta tecnologia.
Las muestras de semen que presentan altos niveles de dafio en el ADN estan con
frecuencia relacionadas con una disminucion de las tasas de fertilizacion o implantacion
después de la FIV, y pueden estar asociadas a una mala calidad embrionaria y aumento de
la probabilidad de aborto.%3)
Investigaciones relacionadas con esa tematica®>%®), reportan que el grado de
fragmentacion del ADN de la cromatina espermatica oscila en valores tan bajos como 8,7
% hasta tan altos como el 65,1 %. En nuestro estudio la media fue de 27,3 % (DE 8,6).

A pesar de no existir diferencias significativas (P= 0.39) se comprobo un ligero
predominio de la baja tasa de fertilizacion en los pacientes con bajo potencial fertilizante.
Se demostrd una alta incidencia de embriones de buena calidad (59,1 %), resultado que
esta en relacion a la edad promedio de las pacientes que fue inferior a los 35 afios (33,4
afios [DE 4,25 afos]) edad en que la mujer se encuentra en condiciones fisiologicas
Optimas para la reproduccion. 3435.36)

El grado fragmentacion del ADN de la cromatina espermatica no se relacion6 con la tasa
de fertilizacién, ni con la obtencion de embarazo en nuestra investigacion. Se demostrd
que existe asociacion entre en el grupo de pacientes con embriones de buena calidad y el
alto potencial fertilizante en andlisis univariado. Es dificil relacionar el grado de dafio del
ADN espermatico con los resultados de la técnica de FIV, considerando que varios
factores pueden influir en que una paciente sometida a una TRA de alta tecnologia 'y FIV,

obtengan resultados en términos de embarazo.

(ec) ENRTE Esta obra estéd bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES

12


https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES

Revista Cubana de Endocrinologia. 2019;30(3):e194

Existen estudios®”*%39) donde se observd que el indice de fragmentacion del ADN
espermatico y la tasa de fertilizacion no estaban relacionados y sin embargo, otros
estudios“4) demostraron una correlacion negativa entre la fragmentacion del ADN y la
tasa de fertilizacion en FIV. Virro y otros“? y Sadeghi y otros® determinaron la relacion
entre los resultados de SCSA y los resultados en la FIV. En el estudio de Virro y otros®?,
las tasas de fertilizacion no fueron estadisticamente significativas entre grupos con alto y
bajo indice de fragmentacion. Por su parte Sadeghi y otros“® comprobaron que la tasa de
fertilizacion fue significativamente elevada en el grupo con fragmentacion de ADN
espermatico inferior a 10 % (p< 0.05), por lo que la integridad de la cromatina
espermatica era esencial para una fertilizacion satisfactoria.

La influencia de la integridad subdptima de la cromatina espermatica en el desarrollo
embrionario es objeto de investigaciones.*Y Las primeras etapas del desarrollo
embrionario estan sometidas al control materno y la expresion de los genes paternos
comienza en el estadio de 4 - 8 células; en ese momento las alteraciones del ADN paterno
se ponen de manifiesto, perjudicando el desarrollo del embrién y produciendo bloqueo
embrionario, que puede explicar fallos de implantacion, embarazos bioquimicos o abortos
clinicos.*546) E| efecto paterno es aparente ya en el estadio embrionario de prontcleos
(efecto paterno temprano), y se ha sugerido que puede deberse a una deficiencia de
factores activadores del ovocito, 0 a un elevado nivel de fragmentacion que pueda
exceder la capacidad reparadora del mismo.“"#®) La implicacion de la fragmentacion del
ADN espermatico en este estadio todavia es un tema controvertido.

Investigadores han intentado establecer la correlacion entre el dafio de la cromatina
espermatica y la calidad embrionaria.®>3349)- Otros reportes indican que el dafio del ADN
espermatico podria estar relacionado con un aumento en la muerte embrionaria
prematura.®®

Tras observar un efecto negativo de una elevada fragmentacion en los resultados de las
TRA, se ha sugerido que el dafio en el ADN del espermatozoide podria considerarse un
marcador para el estudio de la implicacion paterna en el desarrollo preimplantacional en
humanos. Asi Tesarik y otros®” demostraron que un alto nivel de fragmentacion del
ADN espermatico normalmente no se asocia con anormalidades morfoldgicas en los
estadios embrionarios iniciales pero afecta a la tasa de implantaciéon (efecto paterno
tardio). Estos autores proponen que un andlisis de la fragmentacion del ADN espermatico
es un buen método diagndstico para revelar la causa paterna de los repetidos fallos de

implantacion en FIV con embriones de buena calidad morfolégica.
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Los investigadores®? con la técnica SCSA, no obtuvieron ninglin embarazo tras FIV con
un indice de fragmentacion del ADN espermatico en semen fresco superior al 27 %. De
acuerdo con estos resultados Virro y otros*?) observaron que un indice de fragmentacion
en semen fresco por encima de 30 % se correspondia con una baja tasa de formacion de
blastocistos y de embarazo. Sin embargo Bungum y otros®® y Payne y otros®? si
consiguieron embarazo tras FIV con un indice de fragmentacion mayor de 27 %. En otro
estudio Bungum y otros®®, compararon las tasas de embarazo, tanto en ciclos naturales,
como en ciclos con inseminacion artificial (1A) y FIV durante un periodo de 10 afios y
concluyeron que un indice superior a 30 % esta asociado con una muy baja probabilidad
de embarazo por via natural y por IA, pero no con la FIV. Cuando el indice estaba
superior a 20 %, la posibilidad natural de embarazo estaba reducida, a pesar de poseer
pardmetros seminales normales.

Henkel y otros®” obtuvieron resultados similares a los anteriores usando la técnica
TUNEL. En este estudio la fragmentacion del ADN espermatico no se correlacion6 con
la tasa de fertilizacion ni con la calidad embrionaria, los pacientes con un alto porcentaje
de fragmentacion (TUNEL positivo: > 36,5 %) mostraban una disminucién significativa
de las tasas de embarazo, con respecto a los pacientes que poseian TUNEL positivo en
valores inferiores. Mediante esta técnica se han llevado a cabo estudios posteriores.
Benchaib y otros®® tras llevar a cabo 54 ciclos de FIV tampoco obtuvieron ningun
embarazo cuando la fragmentacion era mayor de 20 %. Sin embargo, Seli y otros“® y
Huang y otros®” no apreciaron una relacion entre la tasa de embarazo y la tasa de
fragmentacion del ADN espermatico.

Si bien existen desacuerdos en los resultados de los estudios realizados sobre la
influencia de la fragmentacion del ADN de la cromatina espermatica en los resultados de
las TRA de alta tecnologia, una seleccién de espermatozoides mas estricta, asegura
mejores resultados durante la aplicacion de estas técnicas de reproduccion humana, tal es
el caso de la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides morfolégicamente
seleccionados (IMSI).5®)

En la actualidad se han realizado numerosos trabajos no solo para establecer la relacion
entre el dafio del ADN espermatico y los resultados de las TRA, sino también para
identificar los factores causales del dafio del ADN.

Se estiman entre 40 — 50 % los casos de infertilidad atribuibles a una causa masculina,
por lo que el andlisis de las caracteristicas del semen es esencial en la valoracion de la

pareja con dificultades reproductivas.
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La Organizacion Mundial de la Salud®® establecio parametros basicos para el estudio de
la pareja infértil, donde se analiza en el factor masculino: volumen de eyaculado,
concentracion de espermatozoides, movilidad, morfologia viabilidad y concentracién de
leucocitos. Se considera que aproximadamente entre 10 y 15 % de los varones infértiles
presentan parametros dentro de rangos normales.®® En estos casos el origen de la
infertilidad masculina podria deberse, entre otras causas, a defectos en la membrana del
espermatozoide, factores ambientales, o genéticos y por tanto no detectables en el
espermograma convencional. (%6

En nuestro trabajo se encontrd relacién entre la edad paterna y el grado de fragmentacion
del ADN espermatico, lo cual concuerda con lo referido por la literatura.

El efecto de la edad paterna sobre la fertilidad constituye actualmente un tdpico de
interés en salud publica, debido a que las estadisticas de nacimiento demuestran que un
nimero cada vez mayor de varones escogen ser padres a edades mas avanzadas (> 40
afios). La mayor edad paterna ha sido implicada en una variedad de alteraciones
reproductivas y genéticas, que incluyen: disminucion de la calidad seminal, aumento de
la fragmentacion del ADN en los espermatozoides eyaculados, disminucion de la
fertilidad, aumento de la frecuencia de abortos espontaneos y mayor incidencia de
enfermedades genéticas.¢26%)

Un creciente numero de trabajos reportan una asociacién entre la mayor edad en el vardn
y el aumento de espermatozoides eyaculados que presentan dafio en el ADN nuclear, lo
que supone que, a mayor edad, mayor es la exposicion acumulativa del hombre a factores
ambientales que pueden causar alteraciones genéticas en los gametos y dafiar su
ADN.648) | os mecanismos a través de los cuales se genera este dafio no estan
completamente establecidos. Se sugiere, como posibles factores involucrados, las
alteraciones de la apoptosis testicular y la disminucién de los mecanismos de defensa
antioxidante.®

La asociacién entre el aumento de dafio gendmico en los espermatozoides y la edad del
varon es un factor que reviste gran importancia por el riesgo potencial de transmitir el
dafio genético a la descendencia.®%® En estudio realizado por Horta y otros® se
analiz6 la relacion entre la edad paterna y el grado de fragmentacion del ADN
espermatico, mediante el estudio de 62 muestras seminales evaluadas a través de los
ensayos de TUNEL y de dispersién de la cromatina espermatica (SCD). Los resultados
demostraron un aumento significativo de este dafio en varones mayores de 40 afios.

Wyrobeck y otros®, en un grupo bien caracterizado (no fumador) de 97 varones entre
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22 y 80 afos, se demostro una clara asociacion entre las siguientes variables: incremento
de la edad del individuo, porcentaje de fragmentacion del ADN, dafio a la cromatina
y mutaciones genéticas. Mientras que la incidencia de aneuploidias/diploidias no se
asocio con la edad del varon.

La dilatacion anormal de las venas del plexo pampiniforme se define como varicocele.®”
Es una condicion con elevada incidencia dentro de la poblacion infértil que afecta a
21- 41 % de los hombres con infertilidad primaria y a 75-81 % de pacientes con
infertilidad secundaria.®® Varias hip6tesis han sido sugeridas para explicar el mecanismo
por el cual el varicocele produce infertilidad. Algunas de ellas incluyen, un incremento en
la apoptosis, dafio del ADN espermatico, estrés oxidativo, hipoxia tisular, y de cambios
degenerativos en los tibulos seminiferos.®%

En nuestro estudio se encontrd asociacion con el dafio en el ADN, lo cual ha sido
reportado en otras investigaciones.®

El nivel excesivo de Oxido nitrico (ON) dentro de las venas espermaticas dilatadas ha
sido identificado en pacientes subfebriles con varicocele. Estos niveles de ON pudieran
repercutir en la disfuncion de los espermatozoides.?

Estudios relacionados con la temética han mostrado que el varicocele incrementa el dafio
del ADN espermético y que cuando el varicocele es operado, disminuye el estrés
oxidativo seminal y mejora la fragmentacion del ADN.(273)

En un estudio realizado por Allamaneni y otros"®, se reportd una correlacion positiva
entre los niveles de ROS en semen y el grado de varicocele (fueron significativamente
mas elevadas en pacientes con varicocele grado 2 y 3, que en pacientes con varicocele
grado 1). En reciente metaanalisis realizado por Agarwal y otros™ se compararon
espermogramas de pacientes con varicocele y espermogramas normales de donantes,
encontrandose niveles aumentados de estrés oxidativo, asi como disminucion

significativa de la concentracidn de antioxidantes en los pacientes con varicocele.

Mostafa y otros® reportaron que la cirugia del varicocele reduce los niveles de ROS del
plasma seminal de hombres infértiles asociado con incremento en la concentracion
seminal de antioxidantes como las superdxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y

vitamina E.

Otros factores que influyen en la fragmentacion del ADN de la cromatina espermética
fueron analizados en nuestra investigacion: consumo de alcohol, habito de fumar y

exposicion a agentes fisicos y quimicos, los cuales no se relacionaron con el indice de
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fragmentacion del ADN de forma significativa. No obstante, estos se presentaron con

mayor frecuencia en los varones que mostraron bajo potencial fertilizante.

La asociacion entre el habito de fumar y la disminucion de la calidad seminal ha sido
identificada. Sustancias perjudiciales incluidos alcaloides, nitrosaminas, nicotina,
cotinina, e hidroxicotinina estan presentes en los cigarros y producen radicales
libres."® En un estudio prospectivo Saleh y otros® compararon a hombres infértiles
fumadores con no fumadores. El habito de fumar se asocid con un incremento
significativo (aproximadamente 48 %) de la concentracién de leucocitos en el semen, con
un incremento de los niveles de ROS (especies reactivas del oxigeno) en un 107 % y con
una disminucion de 10 puntos en ROS-TAC score. Los autores concluyen que los
hombres infértiles que fumaban presentaban niveles elevados de estrés oxidativo en
relacion con los no fumadores, posiblemente por el incremento significativo de la
concentracion de leucocitos en las muestras seminales de estos pacientes.

En las ultimas décadas la evidencia sugiere que los efectos perjudiciales de la exposicion
a sustancias quimicas, como disruptores endocrinos en el sistema reproductivo, tiene un
efecto acumulativo.® La contaminacion ambiental es la mayor fuente de ROS y ha sido
implicada en la patogénesis de la mala calidad seminal.®®%) Ademas, el incremento en la
industrializacion ha determinado un elevado depdsito de metales pesados en la atmosfera.
La exposicion paterna a metales pesados esta asociada con una disminucion de la
fertilidad y del embarazo.(®”

Niveles elevados de ROS han sido detectados en el 25 — 40 % de las muestras seminales
de hombres infértiles. En el contexto de la reproduccion humana, en el aparato genital
masculino, la presencia de estrés oxidativo tiene lugar cuando existe un desbalance entre
los niveles de produccion de ROS y de los sistemas antioxidantes.’” Pequefios niveles
fisiologicos de ROS son esenciales para la regulacion de una funcién espermatica normal,
como la capacitacion espermatica, la reaccion acrosémica y la interaccion

espermatozoide — ovocito.®?

Como limitaciones de la investigacion consideramos que, a pesar de que se calcul6 el
tamafio de la muestra para lograr una adecuada ponderacién, la misma fue obtenida s6lo
de un periodo de tiempo seleccionado, por lo que no representa la totalidad de las
pacientes atendidas en nuestro centro. Esto estuvo condicionado al hecho de que el
estudio de la fragmentacidn de la cromatina espermatica mediante la técnica de SCD es

una técnica de reciente introduccion en el pais.
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