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LISTADO DE SIGLAS

ACOS Anticonceptivos orales

CP

DAPI

ETS

FISH

FSH

A

IAC

IAD

ICM

ICSI

IDF

IMSI

ISNT

FIV

MACS

OMS

PBS

PS

PVP

REM

ROS

Corpusculo polar

4,6 diamidino-2-fenilindol
Enfermedad de transmision sexual
Inmunofluorescencia in situ
Hormona foliculoestimulante
Inseminacion artificial

Inseminacion artificial de conyugue
Inseminacion artificial de donante
Masa celular interna

Microinyeccidon espermatica

indice de fragmentacion
Microinyeccién de espermatozoides selecciosadorfolégicamente
loduro de propidio

In situ Nick translation

Fecundacion in vitro

Seleccion celular inmunomagnética
Organizacion Mundial de la Salud
Tampon fosfato salino

Fosfatidil serina

Polivinil pirrolidona

Recuento de espermatozoides méviles

Radicales libres de oxigeno
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SCD Test de dispersiéon de la cromatina
SCSA Sperm chromatin structure assay

TE Trofoectodermo

TESA Aspiracion testicular de espermatozoides
TESE Extraccion testicular de espermatozoides
TRA  Técnica de reproduccién asistida

TUNEL Terminal d-UTP Nick-end labeling

ZP Zona pelucida
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I. INTRODUCCION

El uso de las técnicas de reproduccion asistidaoctoratamiento para la
infertilidad humana, ha ido incrementandose en dtgnos afos. La infertilidad
humana afecta a un 20% de las parejas en edadlvetix@ siendo casi en la mitad de
los casos, el factor masculino la causa principdemas, el 25% de estos casos de

infertilidad son de origen idiopatico (Evensonlet 099).

La fragmentacion del ADN espermatico es una dal@saciones que afecta al
gameto masculino, estando intimamente relacionado defectos genéticos y
epigenéticos. En estos ultimos afios el estudicadigagmentacion de ADN ha ido
adquiriendo mayor relevancia en las Unidades ded®epcion Asistida, aunque existe

una gran controversia acerca de su valor predictivo

En el laboratorio de andrologia, el estudio delsemue se realiza de manera
rutinaria, se basa en la guia de la Organizaciondisli de la Salud (OMS). Segun los
criterios de la misma, el seminograma, consta skeldéo de 5 parametros principales:
volumen, pH, movilidad, concentracién y morfolog&n embargo, este tipo de
estudios sobre la calidad seminal tiene un poddtddo a la hora de predecir el éxito
en el resultado de las TRA, ya que aproximadameini®% de los varones infértiles

presentan un seminograma normal (Guzik DS et@D1R

Por ello, surge la necesidad de evaluar la intagridel contenido genético del
espermatozoide y la posible relacion de alterasi@mela doble cadena de ADN con la

infertilidad de origen idiopatico masculino (Evensa al., 1999).

Actualmente, el estudio de la fragmentacion seméasth siendo considerado
COmo un nuevo parametro que puede incorporarsenesstudio basico de semen, a
pesar de la controversia que existe en la litesiatientifica acerca de la influencia del
grado de fragmentacion espermatica y el resultagldadtécnica de reproduccion
realizada (Van der Zwalmen et al., 1991; Janny.et1®94)
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La importancia de determinar el indice de fragm@ataespermatico radica en la
relacion que existe entre este parametro y ladadacundacion, tasa de implantacion,
calidad embrionaria, e incluso la tasa de abortatf&i et al., 2011). Segun el estudio
publicado por el grupo de Luke Simon en 2011, ssefa una correlacion entre el
nivel de fragmentacion, la tasa de fecundacion galalad embrionaria obtenida. Asi
mismo, Liv CJ y colaboradores asocian el dafio eARN espermético con mala
calidad embrionaria, bajas tasas de fecundacionpntasa de implantacion y abortos
recurrentes (Liv CJ et al., 2011).

Segun un estudio de M. Bungum y colaboradores 6,26 los casos de varones
con fragmentacion entre 20-30% las probabilidadesahseguir embarazo de forma
natural descienden hasta valores cercanos a cercudhto a la inseminacion artificial
(IA), la probabilidad de obtener fertilizacion eh @aso de elevada fragmentacion
también es casi nula observando que incluso mgestraun fragmentacién del 12% o
superior tampoco consiguen embarazo (Duran e2@0D2). Estos resultados defienden
que el estudio de la fragmentacion del ADN tienealto valor predictivo en los

resultados de estas dos técnicas.

Cuando el dafio espermatico supera valores del 30f#bria que recurrir a
técnicas mas complejas como FIV/ICSI. Aun asi, doaestas parejas se someten a
ciclos de FIV/ICSI sélo el 25-30% de ellas consigusn embarazo a término. Una
posible explicacion a esta baja tasa de éxito agmtrian proporcionar estos nuevos

marcadores de infertilidad (Bungum et al., 2007).

Segun un estudio de Kodama y colaboradores hagmsi@s de que marcadores
de la integridad del ADN espermético podrian ayaddiferenciar entre fértil-infértil.

Por todas estas evidencias, se plantea incluistad® de la fragmentacion del
ADN espermatico, como un nuevo parametro de rugnalos laboratorios de
andrologia, que permita tener un mayor conocimieatore la calidad del esperma,
dando una vision mucho méas completa, y con elldep@roporcionar a la pareja la

TRA mas adecuada.
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Etiologia del dafio esperméatico

La mayoria de los varones tienen una subpoblacgespermatozoides con su
ADN fragmentado, pero este dafio se acentla enaoneds patolégicas y conducen a
esterilidad, por eso es importante conocer lasasagsie provocan las roturas en el

material genético del espermatozoide.

* Factores intrinsecos

1. Deficiencia de protaminas

Durante el proceso de espermiogénesis se produeemlplazo de las histonas
por proteinas mas basicas, las protaminas. Cas askvas proteinas se consigue un

mayor empaquetamiento del ADN espermatico.

Histonas . Protaminas

Sustiticion

i
Ezpermatidas elongadas

Espermatida redenda Espermatida madura

Figura 1: Sustitucion de histonas por protaminaamte la espermidgenesis
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Los varones infértiles tienen aumentadas las hastomo que produce una
compactacion deficiente y una mayor susceptibilidadafio en el ADN (Aoki et al.,
2005). Ademéas espermatozoides con la cromatinaddafieenen la capacidad de
fertilizacion disminuida y en caso de fertilizacijpueden provocar un desarrollo

embrionario anormal (M Schiliaker et al.,1994).

2. Exceso de ROS

Bajos niveles de radicales libres de oxigeno (R€@®) necesarios para una
correcta funcidbn espermatica, pero la presencialedeocitos y espermatozoides
anormales o muertos generan altos niveles de exdasles libres ( aproximadamente
el 25% de los varones infértiles tienen los valatesROS aumentados Zini et al.,
1993). El estrés oxidativo producido por estossattioeles de radicales libre, afecta a la
integridad de la membrana del espermatozoide alopewr una peroxidacion lipidica,
que altera su estructura. Ademas, afecta al maggneetico produciendo roturas de las
cadenas. (R.J. Aitken et al., 2001).

3. Apoptosis:

Durante la espermatogénesis se produce la mudntargerogramada o apoptosis,
eliminandose los espermatozoides anormales y eltaasi, la superproliferacion
(Sinha Hikin y Swerdloff, 1999).

Sakkas y colaboradores (Sakkas et al., 2003) pienomsla teoria de que algunos
espermatozoides con dafio en el ADN, inician el mepz de apoptosis y
posteriormente escapan del proceso, viéndose ea essos mayor porcentaje en el

eyaculado de espermatozoides con su material gerdgtiado.
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* Factores extrinsecos

1. Tratamientos antitumorales:

Este tipo de tratamientos, como la quimioterapiadioterapia provocan dafos
acumulativos en el ADN espermatico, pudiendo llegar causar esterilidad.
Normalmente este tipo de esterilidad es temporaimgses después de acabar el
tratamiento se recupera la espermatogénesis, aynmeke persistir en algunos casos
durante afios Ademas, los varones con cancer paes@eor calidad espermatica

incluso antes de iniciar estos tratamientos. (@héity et al., 2008)

2. Tabaco:

El consumo habitual de cigarrillos se asocia codestenso en la motilidad y la
concentracién espermatica. Este consumo ademésetstibnado con un aumento de
leucocitos y formas anormales que generan altadasvde ROS y con ello aumento de

fragmentacion (Potts et al., 1999).

3. Pesticidas:

El contacto continuado con estos productos téxiest relacionado con un
incremento en el dafio del material genético dekrmesatozoide, disminuciéon de la
calidad del semen y alteracién en los niveles denbpas sexuales. (Leticia Miranda-
Contreras et al., 2013).

4. Infecciones:

Las infecciones genitales y los procesos inflan@gogeneran un incremento en

el nimero de leucocitos. Estos tipos celularesquanw aumento de los niveles de ROS,

y por ello del dafio genético (Ereinpress et aD220
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5. Hipertermia:

El aumento de la temperatura testicular por encienbbs valores normales (35,5-
36°C) causa dafio en la estructura del materialtigendebido a que aumenta la
proporcion de histonas en relacion a las protamiBasks et al., 2005). Por ello, son
susceptibles a este tipo de dafio los varones cofesmwnes como soldadores,
cocineros, y personas que pasen mucho tiempo ssnaewmo camioneros, conductores

0 taxistas.

Deteccion de la fragmentacion de ADN espermatico

El principal inconveniente que surge en el anali@sla integridad del ADN
espermatico es la falta de estandarizacion erekisutilizados. Hoy en dia se dispone
de varios métodos de analisis como SCSA, TUNEL, EDN, SCD e ISNT, y ademas
no existe un nivel umbral minimo consensuado arpdet cual considerar una muestra

fragmentada.

Métodos de Andlisis:

1. TUNEL:

La técnica se basa en la incorporacion de nud@tnarcados con biotina en los
extremos de las roturas del ADN, tanto de cadem@lsicomo de cadena doble. La
reaccion es llevada a cabo por una transferasan@riiiene como ventaja que es una
técnica versatil y estd disponible en forma de Kbmercial, pero su uso no se ha
extendido mas porque requiere un equipamiento teafit, personal cualificado v,

ademas, es costosa.
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Figura 2: Espermatozoides visualizados con la ¢téchunel

Comienza con la desnaturalizacion de la doble éétiediante un tratamiento
acido, basandose en la mayor susceptibilidad deN Albagmentado para ser
desnaturalizado. Posteriormente, se marca la nauestr naranja de acridina, la cual
emite color verde al unirse a cadena doble, y aojorcuando lo hace a cadena sencilla
sometiendo a las células tefiidas a citometria uje. flTiene el inconveniente de la
tecnologia que requiere, ya que no es accesibke lpamayoria de laboratorios de

andrologia.

3. COMETA:

Consiste en incluir una muestra de espermatoz@dasa matriz de agarosa, y
aplicarle una solucion de lisis. Se somete a @fw®sis y se tifie con sustancias
fluorescentes (DAPI, IP, etc.). Aquellos espermaittezs con su ADN fragmentado al
desplazarse por el gel generaran una imagen sianiia cometa, mientras que los que
poseen su material genético integro no producirata emagen. El principal
inconveniente es que requiere material no habinalos laboratorios de andrologia,
ademas de personal especializado en biologia malepara la interpretacion de los

resultados.

10
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ESPERMATOZOIDE
CON DNA NO FRAGMENTADO

ESPERMATOZOIDE
CON DNA FRAGMENTADO

Figura 3: Espermatozoides vistos con la técnicaétam

La Dna polimerasa es la enzima encargada de in@rpeUTP, marcados con
biotina a las roturas de cadena simple. Se midalelero de espermatozoides que
emiten fluorescencia y por tanto estaran fragmestabNo existe de forma comercial

para su aplicacion directa y, ademas, tiene patsilskdad.

El ADN de los espermatozoides se encuentra unaysees mas compactado que
en las células somaticas, gracias a la accibngdprt@aminas, y los enlaces disulfuro
que se forman entre ellas. La técnica SCD consrstaplicar un tratamiento acido que
rompe los enlaces disulfuro, y posteriormente, sakcion de lisis. Con ello, se
consigue relajar los bucles de ADN, dando luglar farmacion de halos de dispersion

de la cromatina.

11
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Figura 3: Espermatozoides vistos con un test SCD

Para la interpretacion de los resultados solo @walorar la presencia/ ausencia
de este halo, bajo microscopia de campo claro,l@@ue no es necesario grandes
equipamientos ni personal altamente cualificadoc&ueercializa en forma de kit, lo
que facilita su uso en el laboratorio. Ademas, s de las técnicas mas econdémicas
para la medicion de la fragmentacion, es rapidal @& aplicar, y se pueden procesar
varias muestras a la vez. Es importante que noeegomuchos espermatozoides, lo que
es importante en casos de varones oligozoospérnftarstodo esto, la técnica SCD,
puede ser potencialmente utilizada como pruebautiear en los laboratorios de

andrologia.

12
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Importancia clinica

Una de las principales funciones del espermatozemida transferencia del
material genético integro e intacto hasta el évidl@ue es crucial para conseguir una
fecundacion con éxito. Cuando la cromatina estadage producen embriones de mala
calidad que dan lugar a bloqueos embrionarios ) ygmio, a futuros abortos (Zini et al.,
2001).

Estudios que relacionan los niveles de fragmentagida tasa de fertilizacion,
muestran que varones con un indice de fragmentdei@mtre el 20 y el 30% tienen un
bajo potencial de fertilizacion, ademéas cuandordgrhentacion es superior al 40%,
poseen una muy baja capacidad de fertilizar ela(Blingum et al., 2007; Duran et al.,
2002).

La tasa de aborto espontaneo en la poblacién é&rtile un 15-20%, mientras que
mujeres con parejas que poseen fragmentacion &DBlLespermatico presentan un
tasa cercana al 38%. Por lo tanto, es posible,efj@studio del dafio en el material
genético pueda servir como una posible causa diélg®sabortos debidos al factor
masculino (Carrell DT et al., 2003).

La European Multicenter Study relaciona la tasaaderto con la edad de los
pacientes, y muestra un aumento en el numero déalmando la mujer es mayor de
35 afios y el hombre de 40 afios y se compara ca@japamas jovenes siendo una
posible explicacion el aumento de fragmentacidremsgtica que sufren estos hombres
(Singh et al., 2003). Ademas, provocan mayor pritidad de aneuploidias en la
descendencia y un incremento en la frecuencia dmraaones cromosdémicas
(Sartorelli et al., 2001).

13
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I. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Por todo esto, la fragmentacion del ADN espermé&tmaleva un mayor tiempo
en conseguir una gestacion a término, mala cakdalorionaria, aumento de la tasa de

aborto, y mayor riesgo de aneuploidias y malfororaes en la descendencia.

Por otro lado estudios publicados sugieren un caméiindicacion en la TRA a
realizar, ya que se ha observado que la tasa darantbdesciende al realizar I1AC
cuando el IDF (indice de fragmentacion) es elevadoembargo, no parece verse tan
influenciada al realizar FIV o ICSI (M. Bungum ét, 2004; Saleh et al., 2003). Otros
trabajos han visto una tasa de embarazo superidiante ICSI, en aquellos pacientes

cuyo IDF es superior al valor de corte (M. Bunguralg 2006).

El objetivo de nuestro estudio fue determinar sstexrelacion alguna entre los
parametros de un seminograma basico y el indickagenentacion espermatico, asi
como valorar si el resultado de la fragmentaciordificaria la técnica indicada en

funcion del diagndstico del seminograma previo.

14
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. MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio retrospectivo realizadol €beatro Sanitario Virgen del
Pilar de San Sebastian desde mayo de 2010, er élewon analizados un total de 264

varones.

Las muestras fueron recogidas por masturbaciénbatas estériles, con un
periodo de abstinencia de entre 2 y 6 dias, y cotiempo de transporte de la muestra

inferior a 1 hora.

Aproximadamente 30 minutos mas tarde de la recepd® la muestra, y tras
observar su licuefaccion a temperatura ambienteeadiz6 el analisis de los parametros
del seminograma siguiendo los criterios de la OMB9® procesando posteriormente

las muestras mediante la técnicesdém -up

Las muestras fueron diluidas en proporcion 1:1 steggtormente centrifugadas
durante 10 minutos a 400 g; para realizar el swinelpelletresultante fue incubado en
un volumen final de 400 ul de medio de cultivo.sTtahora de incubacion a 37°C y un
6% de CQ, se recupero el sobrenadante, contabilizandorakrml de espermatozoides
moviles mediante camara Makler, procediendo pastegnte al estudio de la

fragmentacion.

El REM (Recuento de Espermatozoides Moviles) oldtenios indicara el tipo de
técnica a realizar a la pareja en estudio (desgeirgb de vista masculino), siendo los
criterios de inclusion para cada técnica: mayob dallones se indica una IAC, entre 3

- 5 millones FIV convencional, y menor de 3 mills€SI.

El andlisis de la fragmentacién del ADN espermatieorealizado en la muestra
capacitada mediante el SCD test (Sperm Chromatapddsion), que se basa en la
valoracion de la presencia/ausencia y tamafio dedlos de dispersion de la cromatina.
Para ello se utilizé el kit delalospermsegun protocolo.(Fernandez JL. et al., 2003).
Este kit comercial contiene tubos eppendorf con solucion de agarosa que es

necesario licuar, para ello hay que calentarlarebaiio a 100°C durante 5 minutos.

15
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Posteriormente, se transfiere el tubo a un segliadi® a una temperatura de
37°C. Anadimos 50uL de la muestra seminal capacitada al eppendorf y

homogeneizamos la mezcla.

Es necesario tener un portaobjetos pretratado deosay a 4°C. Sobre éste se
deposita 8uL de la mezcla del eppendorf, se coloca el cubetobjy se vuelve a
incubar 5 minutos a 4°C para gelificar la agarasaukvo. Pasado estos 5 minutos, se

saca el portaobjetos de la nevera y se retira gimado el cubreobjetos.

Posteriormente, se incuba el portaobjetos en gl desnaturalizante durante 7
minutos a temperatura ambiente. Después, se guiforeaobjetos de la solucién
desnaturalizante, y se incuba con la soluciéngis 85 minutos, con esto, se eliminan
gran parte de las proteinas nucleares. Para lavaollcion de lisis, se incuba con
abundante agua destilada durante 5 minutos, ynigrate, deshidratar la muestra
incubandola durante 2 minutos en gradientes crexsedle etanol. Por dltimo, dejar

secar la preparacion a temperatura ambiente.

Contaje e interpretacion de los resultados:

El porcentaje de fragmentacion fue determinado ameei el contaje de 300
espermatozoides por observador a 100X en un mapasce campo claro bajo aceite
de inmersién, siendo cada muestra valorada porotiesrvadores. El valor umbral

utilizado para considerar el porcentaje de fragamah como alterado fue del 30%.
Con el test SCD, se observan diferentes tipos perestozoides:

» Espermatozoides sin halo

» Espermatozoides con halo pequefio
» Espermatozoides con halo mediano
» Espermatozoides con halo grande

» Espermatozoides degenerados: nucleo irregular ibndiie tefiido

16
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D&grgdaﬂ

Fragmented &

Figura 4: Espermatozoides tratados con el test

Una vez realizado el recuento, se consideran espezoides fragmentad
aquellos que no tienen halo, los que tienen um peduefio (de un tamafio menor a
del tamafio de su cabeza) y los espermatozoideseleg®s. Por tanto, se considere
fragmentados, aquellos espermatozoides que tiealemtediano y granc

no fragmentado fragmentado

Ry

‘\.‘

1.halo grande ‘ 2.halo mediano | 3.halo pequefio ‘ 4.5inhalo ‘ 5.degradado

Figura5: Interpretacion del test segun el tamafio del daldispersiol

17
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Se considera que una muestra esta fragmentadaccsanobtiene un indice de
fragmentacion (SDF) del 30% o superior. Este indieecalcula con la siguiente

formula:

Espermatozoides con ADN fragmentado

Indice d tacién SDF (%) = 100
ndice de fragmentacién (%) X Total espermatozoides contados

En aquellos pacientes en los que hubo una alteracida fragmentacion, la TRA
realizada fue un ICSI, independientemente del tadol obtenido en el estudio del

seminograma.

En cuanto al test estadistico utilizado, los ddteson analizados mediante el
estadisticox?, considerando estadisticamente significativo p85,0.utilizando el

programa SPSS para Windows.

18
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IV. RESULTADOS

Una vez realizado el estudio de fragmentacion yempendo material genético
dafiado en 29 de los 264 varones, la incidenciaadgnentacion de ADN espermatico
(IDF > 30%) fue del 11%.

Teniendo en cuenta este dato, los pacientes fudivisidos en dos grupos. Un
grupo control formado por los varones con un indiedragmentacion menor del 30%
(235) y un grupo de estudio formado por los varanes fragmentacion era igual o
superior al 30% (29). En ambos grupos se analizdos pardmetros de un
seminograma normal utilizando los criterios tangolal OMS 99 como los de la OMS

2010. Los resultados fueron los siguientes:

Astenozoospermia Teratozoospermia Oligozoospermia

OMS 99

OMS 10 OMS 99 OMS 10 OMS 99 OMS 10

B0 59 (25%) 30 (13%) 235 (100%) 112 (48%) 28 (12%) 21 (9%)

DI 25 (86%) 16 (55%) 29 (100%) 18 (64%) 9 (32%) 8 (28%)

Tabla I. Prevalencia de los distintos pardmetras spiestudian en un seminograma, segun los csiterio
establecidos por la OMS 99 y 2010.

En la tabla podemos ver la posible asociacion dasrerincipales alteraciones del
seminograma Yy el indice de fragmentacion del ADNeswatico. Esta relacion se

muestra mas claramente en la siguiente grafica:

19
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100

100 +

80 A

70

H Astenozoospermia

50 - B Teratozoospermia

40 Oligozoospermia

20 A

G.Control 99  G. Estudio99 G. Control 10  G. Estudio 10

Gréfica 1. Relacion entre la fragmentacion de ADINsyparametros del seminogra

La astenozoospermia, o la baja movilidad de losresatozoides, tiene ul
relacion directamente proporcional con la fragmeotadel material genético en |
espermatozoides. Esta relacion es estadisticamangesignificidiva, ya que presen
una p < 0,001.

En cuanto a la teratozoospermia, o la presenciasgermatozoides alterac
morfolégicamente, los resultados sugieren que naytendencia que la relaciol una
alteracion de la morfolog con el indice de fragmentacién, pero esta relaoidres

esthdisticamente significativa (p > 0,0

Por ultimo, en los datos de varones oligozoosperspilos cuales presentan
baja cantidad de espermatozoides en el eyaculadobserva que existe una relac
estadisticamente significativa (p < 0,05) conagmentacion de ADN espermati
elevada.
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En la siguiente tabla (Tabla 2), se muestra el aaad indicacion que sufren los
pacientes que presentan un IDF30 % tras haberles realizado el estudio de la

fragmentacion de ADN espermatico (SCD).

IDF 230% 13 (45%) 4 (14%) 12 (41%)

IDF <30% 235 174 (74%) 23 (10%) 38 (16%)

Tabla 2. Namero de pacientes a los cuales se cdanlmidicacion

Basandonos en los resultados de la Tabla 2, savabsee el 45 % de los
pacientes con IDE 30% tuvieron una indicacion de IAC y un 14% desbe FIV
clasica. Estos datos constatan la indicaciébn queham habitualmente con los
parametros del seminograma estudiados y tras aealapacitacion en las muestras
seminales. Una vez realizado el estudio de la feagacion, y basandonos en literatura
@0S un cambio de indicacion

publicada, como Bungum y colaboradores en 2006z ae
en la técnica a realizar. Por tanto a los paciertasIDF> 30% se les realizé un ICSI

para mejorar las tasas de embarazo.

En nuestro estudio, vemos como se realiza un cadindicacion en la técnica
a realizar en el 59 % de los pacientes perteneseatgrupo de estudio (17 parejas),
gue sin haberles realizado estudios en la integyridla su ADN espermatico eran
candidatos a IAC o FIV, y ahora, por presentar dagio su material genético (IDF

30%), son derivados directamente a ciclos de ICSI.
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V. DISCUSION

Nuestros resultados sugieren la importancia deliestla fragmentacion del ADN
espermatico, ya que conocer el IDF es una herramiealiosa para conocer la
capacidad fecundante del paciente y por tantogdguwensiderarse como un nuevo

marcador de éxito reproductivo.

En cuanto a la posible relacién del indice de fraggacion y los principales
parametros del seminograma, se observa una relanignsignificativa entre la baja
movilidad de los espermatozoides (astenozoospersni@l dafio en el contenido
genético. Esta afirmacion concuerda con los obderpar diferentes autores como Sills
et al., 2004, Chen et al., 2006, Cohen-Bacrie.g2019, Muriel et al., 2006, Zini et al.,
2001 y Lin et al., 2008. Asi mismo, nuestros reslds concuerdan con los trabajos
citados en la literatura (Tomlinson et al. 2001s&it al., 2004 ,Chen et al., 2006 y Zini
et al., 2001) observando una mayor incidencia gk ¢c@ncentracion espermatica en la

poblacion cuyo indice de fragmentacion es elevado.

En cuanto a la morfologia, a diferencia de otrdsdéss publicados en los que
correlacionan fragmentacion y morfologia (Tomlingdral., 2001, Sills et al., 2004 y
Chen et al., 2006) nuestros resultados no muesiran clara asociacion con la
fragmentacion espermatica, aunque si una ligerdetena a ella, que puede ser

justificado por el tamafio muestral del estudio.

Por otra parte, basandonos en estudios publicathosuestro centro el criterio
elegido para indicar la TRA apropiada para cadejpariene determinada no sélo por
los parametros del seminograma, sino también pimdete de fragmentacion. Estudios
como Bungum et al., 2004 y Duran et al., 2002 nasestran la necesidad de un cambio
de indicacion de IAC a FIV/ICSI, en pacientes comesiras que contienen una
fragmentacion elevada. Ademas, segin Benchaib. €087 y Bungum et al. 2004,
aconsejan que en este tipo de pacientes, la tédaieteccion sea un ICSI, ya que han
observado un aumento notable en el éxito de lastagl®s, no solo por poder eliminar
la fragmentacion de la muestra, sino porque nosiipeitambién, poder seleccionar el

espermatozoide con mejor morfologia pudiendo, tieefesma, eliminar esta variable.
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Ademas, se ha observado la asociacion estadistitarsgnificativa que tiene
con el aborto recurrente (Carrel et al., 2003,0/et al., 2004 y Zini et al., 2008), asi
como la correlacion negativa que existe entre e¢lnde fragmentacion, la tasa de

fecundacion y la calidad embrionaria obtenida (Sirhoet al., 2011).

En definitiva, analizando nuestros resultados, studio de la fragmentacion
deberia considerarse como un parametro de rutired estudio del seminograma para
poder determinar con mayor fiabilidad la TRA mafadda a cada paciente. En
nuestro trabajo 17 pacientes diagnosticados colDEn>30% fueron susceptibles de
cambio de técnica lo que nos puede ayudar a pratieforma mas personalizada cual

es el camino a seguir con cada paciente.

Son necesarios estudios prospectivos para evdlafgato de la fragmentacion en
el éxito de las TRA, asi como de los procesos gueitjinan, con el fin de poder elegir
los espermatozoides que posean el ADN integro yonarejlos resultados en el

laboratorio.

Por todo esto, surge la necesidad de desarrollewasuestrategias que puedan
reducir el dafio en el ADN espermatico.

POSIBLES ALTERNATIVAS PARA PACIENTES CON MUESTRAS
FRAGMENTADAS:

1. Antioxidantes la vitamina C y E, el zinc, el selenio, la camat o los
carotenoides son algunos de los elementos utilizadmo antioxidantes. Estos deben
administrarse durante al menos 72 dias, tiemposagoepara completar un ciclo

normal de espermatogénesis.

23



Fragmentacion del ADN espermdtico

Un reciente meta-andlisis, llevado a cabo por Ros®laboradores en 2010,
muestra un incremento en motilidad y tasa de embdras el tratamiento. Otra posible
aplicacion esta relacionada con la criopreservacdénsemen. En estos casos, las
muestras seminales se almacenan en bancos deenitrtiguido a una temperatura de -
120 °C. Una vez la muestra sea requerida es necafzscongelar el semen, este
proceso aumenta el dafio en el ADN espermaético.

Kalthur G. y colaboradores en 2011 realizaron urudis en el que
suplementaban los medios de congelacion con ad#oteés, sus resultados
demostraron la eficacia de su uso, ya que se msignificativamente la motilidad tras

la descongelacion y se mantuvo intacta la intedratid ADN.

2. Espermatozoides testicularesgran parte de la fragmentacién del ADN

espermatico se produce en el epididimo, por lotgaricas como TESA (aspiracion
testicular de espermatozoides) y TESE (extraccesticular de espermatozoides)

permiten obtener espermatozoides menos fragment&dganuma et al., 2005).

Greco y colaboradores realizaron en 2005 un estewliel que comparaban los
resultados de la ICSI utilizando espermatozoiddsegiaculado y espermatozoides
testiculares, ambos de 18 hombres con altos nidelésagmentacion. No se observaron
diferencias significativas en cuanto a las tasaedidizacion, sin embargo tras la ICSI
con espermatozoides testiculares se consiguiertw embarazos (cuatro de ellos
gemelares) mientras que con los espermatozoidesydelilado s6lo se consiguid un

embarazo, que finalmente no llego6 a término.

Con estos datos se demuestra que la realizacida IGSI con espermatozoides
obtenidos del testiculo es una opcion eficienteannes con altos niveles de dafio en
su ADN.
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3. IMSI: Inyeccién intracitoplasmética de espermatozoidesecsionados
morfolégicamente con una técnica conocida comdotile Sperm Organellar

Morphology Examinatiory un Microscopio con mayor magnificacion.

Esta técnica nace en Israel de la mano del inakirgBanjamin Bartoov y
consiste en incorporar un microscopio de un salel#anagnificacion, un acoplador de
video y una salida de television de 355,6 mm. Liicapitilizada es la Normansky. Esto
permite la evaluacion del espermatozide con deyatlesechando aquellos con un 4%

de vacuolas.

La presencia de vacuolas esta relacionada con agarnasa de fragmentacion
(Franco et al., 2008), ademas la posibilidad degsclos espermatozoides con esta
técnica aumenta la calidad embrionaria, la tasengtantacion y de embarazo (Wilding
M. et al., 2011).

Figura 6: Imagen de espermatozoides para IMSI
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4. MACS: la apoptosis es un proceso de muerte celular amogpta que ocurre en
las células de manera natural. Una de las prinsei@ales apoptoticas es la traslocacion
de un fosfolipido, la fosfatidilserina (PS), a l@&mbrana externa del espermatozoide.
Este fosfolipido se encuentra en situaciones n@snah la membrana interna, y en
respuesta al proceso apoptotico se externalizankaina V se une especificamente a la
PS, permitiendo la eliminacion de espermatozoidespt@ticos mediante seleccién

celular inmunomagnética (MACS).

La técnica consiste en incubar, la muestra proeesamh microesferas metalicas
unidas a anexina V, consiguiendo que los espermigies fragmentados se unan por
afinidad. Tras la incubacion, se pasa la muestraupa columna sometida a campo
magneético, consiguiendo asi, que los espermatozaldéados unidos a anexina se

frenen en la columna y los no fragmentados se erendSaid et al., 2006).

Figura 7: Esquema de la seleccion espermatica mediéACS
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VI.  CONCLUSIONES

1. La incidencia de fragmentacion de ADN esperméatinooatrada en nuestro

estudio es similar a la que demostraban estudiesiares.

2. Hay relacién estadisticamente significativa entita #éasa de fragmentacion
espermatica y algunos parametros de un seminogbasieo como, oligozoospermia,

teratozoospermia, y astenozoospermia.

3. En nuestro grupo de estudio el 59% de los varoard@F >30%el resultado
del test de fragmentacién modificaria la técnickidada en funcién del diagndstico del

seminograma previo.

4. El estudio de la fragmentacion deberia conside@s® un parametro de rutina
en el estudio del seminograma para poder deterrnoramayor fiabilidad la TRA mas
adecuada a cada paciente.

5. Existen alternativas hoy en dia eficientes que paoechejorar los resultados
obtenidos a nivel de laboratorio. Lo importanteo&recer alternativas personalizadas a
cada pareja que permitan mejorar y aumentar lagtae®s obtenidos en las unidades

de reproduccion asistida.
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