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Resumen

Objetivo. Evaluar la correlacion entre fragmenta-
cion del ADN y pardmetros seminales en pacientes
que consultaron por infertilidad. Disefio. Estudio
Observacional de casos en serie — Retrospectivo. Ma-
teriales y Métodos. Se incluyeron 1.562 pacientes.
La fragmentacion del ADN se realizé por técnica
de TUNEL (valor de referencia normal < 20%).
Los pardmetros seminales se analizaron segiin OMS
2010. Estadistica: Se utilizaron Chi-cuadrado y test
de Spearman. Resultados. El 31.6% de los pacien-
tes presentaron TUNEL aumentado. El TUNEL
correlaciond inversa y significativamente con: con-
centracién/ml, concentracion total, movilidad total,
movilidad progresiva rdpida; morfologia, vitalidad
y madurez nuclear (p < 0,0001). La proporcion de
hombres con TUNEL aumentado fue significativa-
mente menor en presencia de pardmetros seminales
normales vs. disminuidos: concentracion (29% uvs.
47%); movilidad (25% vs. 50%), morfologia (25%
vs. 43%), y en pacientes normozoospérmicos vs OAT
(22,4% vs 54%); p < 0,0001. De los pacientes ex-
puestos a agroquimicos, 45,3% presentaron TUNEL
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aumentado (vs. 31% de pacientes no expuestos, p =
0,02). Conclusion. Hay una correlacion inversa y
significativa entre TUNEL y pardmetros seminales.
La exposicion a agroquimicos ambientales produci-
ria fragmentacion del ADN. Teniendo en cuenta
la presencia de TUNEL aumentado en el 22% de
pacientes normospérmicos, podriamos inferir que la
evaluacion de la fragmentacion de DNA espermdtico
debe ser considerada como otra herramienta diagnds-
tica para el estudio de la pareja infértil.

Palabras claves. Espermograma, fragmentacion
de ADN, pardmetros seminales, TUNEL, agroqui-

micos.

Relationship between seminal
parameters and sperm DNA frag-
mentation

Summary

Objective. To evaluate the correlation between
DNA fragmentation and seminal parameters in
patients consulting for infertility. Design. Obser-
vational case study series — Retrospective. Mate-
rials and Methods. 1.562 patients were included.
DNA fragmentation was measured with TUNEL
assay (normal threshold value < 20%). Seminal pa-
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rameters were analyzed according to WHO 2010.
Statistic analysis: Chi-square and Spearman s tests
were used. Results. 31,6% patients had abnormal
TUNEL values. TUNEL values showed a negative
correlation with concentration per ml, total con-
centration, total and rapid motility; morphology,
vitality and nuclear maturity (p < 0,0001). The
proportion of men with abnormal TUNEL values
was significantly different when comparing patients
with normal vs. abnormal seminal parameters:
concentration (29% vs. 47%); motility (25% vs.
50%), Morphology (25% vs. 43%), normospermic
vs. OAT patients (22,4% vs. 54%); p < 0,0001.
The 45,3% of patients exposed to agrochemicals
showed increased TUNEL values vs. 31% of pa-
tients not exposed (p = 0,02). Conclusions. There
is an inverse and significant correlation between
TUNEL and semen parameters. Exposure to envi-
ronmental agrochemicals produce DNA fragmenta-
tion. Considering the presence of TUNEL increased
in 22% of normospermic patients, we could infer
that the evaluation of sperm DNA fragmentation
should be considered as another diagnostic tool for
the study of the infertile couple.

Key words. Semen analysis, DNA fragmentation,
TUNEL assay, seminal parameters, pesticides.

Introduccion y objetivo

La esterilidad afecta a casi un 20% de las pa-
rejas en edad reproductiva. El fenémeno afecta
a ambos sexos; el factor masculino parece estar
involucrado en el 20-70% de los casos de infer-
tilidad.!

La Organizacién Mundial de la Salud® ha esta-
blecido una serie de pardmetros para evaluar el es-
tudio del factor masculino, tales como el volumen
del eyaculado, el pH, concentracién espermdtica
(ndmero de espermatozoides/ml), movilidad y
morfologia de los espermatozoides, entre otros.
Para cada pardmetro analizado, se establecieron
valores de referencia; sin embargo, se estima que
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aproximadamente un 15% de los varones inférti-
les presentan un espermograma normal teniendo
en cuenta estos valores.> Por lo tanto, estos pard-
metros bdsicos no serian del todo indicativos de
la capacidad fértil de los espermatozoides presen-
tes en una muestra seminal. Adicionalmente, se
pueden estudiar otros tipos de pardmetros, tales
como la integridad del acrosoma, la evaluacién
de ciertas actividades enzimdticas o la integridad
funcional de la membrana. La conclusién que se
alcanza es que ningln pardmetro, per se, puede
considerarse de valor diagnéstico absoluto en la
infertilidad masculina. La situacién es todavia
mds critica cuando se utilizan técnicas de repro-
duccién asistida. En la fertilizacién in vitro (FIV)
o en la inyeccién intracitoplasmdtica de un es-
permatozoide (ICSI), la calidad de los espermato-
zoides que se utilizan requiere un control mucho
mds delicado que en el caso de la reproduccién
normal. Esto es debido, por una parte, a las ma-
nipulaciones técnicas que implican este tipo de
procesos y, por otra, al simple hecho de que la
necesidad de recurrir a esta clase de técnicas lleva
implicito que puede existir algin problema que
interfiere con la concepcién normal.*

La presencia de defectos en el material gené-
tico, tales como las anomalias en la condensacién
de la cromatina, en relacién con el proceso de la
maduracién del espermatozoide, la integridad de
la molécula del ADN asociada con la presencia de
roturas tanto de la cadena doble como de la cade-
na simple del ADN, o la presencia de anomalias
cromosémicas, como pueden ser las aneuploidias o
fallas en las reorganizaciones estructurales genémi-
cas, se asocian estrechamente con la infertilidad.’

En lo que se refiere al origen del dafo en el
DNA del espermatozoide, nos enfrentamos a un
efecto de naturaleza multifactorial en el que in-
terviene una casuistica no del todo delimitada. Se
sabe que la generacion de sustancias oxigeno reac-
tivas (ROS)® o bien fallas en el intercambio de his-
tonas por protaminas en la cromatina pueden pro-
ducir dano irreversible en el ADN del gameto. En
relacién directa con este tipo de acontecimientos, la
presencia de apoptosis, como un suceso de muerte
celular programada, tiene lugar también durante el
proceso de maduracién espermdtica.”® No obstan-
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te, es interesante destacar que la incidencia del fe-
némeno apoptdtico en los espermatozoides de un
eyaculado que se manipula para un procedimien-
to de reproduccién asistida, generaria una serie de
metabolitos que no serian eliminados por macré-
fagos, hecho que ocurriria en cualquier muerte ce-
lular a nivel somdtico in vivo. Esta situacién pue-
de generar un aumento de metabolitos reactivos,
tales como enzimas celulares, enzimas procedentes
del acrosoma o bien nucleasas de remodelacién de
la cromatina, tales como la topoisomerasa. Todo
este tipo de accidén enzimdtica “fuera de control”
puede contribuir e incluso acelerar el proceso de
degradacion celular, afectando de forma indirecta
a otros espermatozoides.

Ademds, existen causas de naturaleza exégena
que resultan en un incremento notable del dafo
que se observa en el ADN de un espermatozoide,
tales como: el uso de ciertos firmacos, la conta-
minacién atmosférica, el tabaquismo, los episo-
dios de fiebre alta, una temperatura testicular ele-
vada, anomalias anatémicas como el varicocele, la
edad avanzada, contribuyen de forma notable al
incremento en el dafio del ADN espermdtico.” "

En este contexto, se ha sugerido que el dafio
provocado en la molécula del ADN del esperma-
tozoide, por razones de distinta naturaleza, puede
afectar la salud del embridn, la del feto e incluso
la de la descendencia.'*'* Ademds, se ha propues-
to que los efectos de este dano pueden asociarse
a enfermedades que aparecen en la descendencia,
tales como la propia infertilidad,’'® la presencia
de céncer en la nifez,’ o bien relacionarse con
ciertas enfermedades psiquidtricas y neuroldgicas
como autismo y esquizofrenia.'’

Estas situaciones hacen que cobre importancia
el diagndstico de la fragmentacién del ADN en
pacientes que realizan tratamientos de reproduc-
cidén asistida.

El objetivo de este trabajo es evaluar la rela-
cién entre la fragmentacién del ADN vy los pard-
metros seminales estindares en un grupo de pa-
cientes que consultaron por fertilidad. Ademis,
se analiza el efecto de los hdbitos téxicos y de la
exposicién a agroquimicos en la integridad del

ADN.
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Materiales y métodos

Diseno. Estudio Observacional-Retrospectivo

Se analizaron 1.562 muestras de semen de pa-
cientes que consultaron por infertilidad entre no-
viembre de 2008 y febrero de 2016.

Se evalué la fragmentaciéon del ADN por la
Técnica de TUNEL (In Situ Cell Death Detection
Kit Roche). Se utilizé6 como valor de referencia
normal un porcentaje de fragmentacién < 20%."®

Se evaluaron ademds concentracién, movilidad
total y traslativos rdpidos, morfologfa, vitalidad y ma-
durez nuclear espermdtica, que se analizaron segin
normas OMS 2010.” Para el andlisis de la concentra-
cién y movilidad espermatica, se utilizé un autoana-

lizador de semen (sistema CASA) Isas Lab de Proiser.

Andlisis de datos y estadistica

Se analizé la correlacién de los valores de TU-
NEL con los diferentes pardmetros seminales me-
diante el coeficiente rho de Spearman.

Se consideraron los valores de normalidad de
cada pardmetro seminal (concentracién > 15 mill/
ml, movilidad > 32%, morfologia > 4%, madurez
nuclear > 70%, vitalidad > 58%), para dividir a
los pacientes de acuerdo con la presencia normal
o disminuida de cada pardmetro por separado, y
para dividirlos en normozoospérmicos (concen-
tracién, movilidad y morfologia normales) vs. oli-
goastenoteratozoospérmicos (OAT). Se compard
entre estos grupos:

* la proporcién de pacientes con TUNEL au-
mentado en cada grupo. Se usé Chi-cuadrado
para la comparacién de proporciones;

* el promedio de los valores de TUNEL de
cada grupo. Se us6 el test de Mann-Whitney para
muestras independientes para la comparacion de
promedios y desvios.

En cuanto a la exposicién a téxicos, se comparé
la proporcién de pacientes con TUNEL aumenta-
do entre pacientes que refirieron diferente grado
de consumo de alcohol y tabaco y entre pacientes
que refirieron exposicién o no a agroquimicos (se
usé Chi-cuadrado y Chi-cuadrado para tendencia
lineal para la comparacién de proporciones).

Una p < 0,05 se consideré estadisticamente
significativa.
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Resultados

Del total de pacientes estudiados, el 32%
(494/1.562) presentaba TUNEL aumentado, y
el 68% (1.068/1.562) normal. En la Tabla 1 se
describen los pardmetros seminales de la poblacién
estudiada.

El valor de TUNEL tuvo una correlacién in-
versa y significativa con los valores de concen-
tracién/ml y total, movilidad total y traslativos

rapidos, morfologia normal, vitalidad y madurez
nuclear (Tabla 2).

En los pacientes con pardmetros seminales
normales o anormales, la proporcién de pacientes
con TUNEL aumentado fue significativamente
mayor cuando los pacientes tuvieron concentra-
cién, movilidad, morfologia espermdtica, vitali-
dad o madurez nuclear disminuida, en compara-
cién con pacientes con estos pardmetros normales

(p < 0.0001, Tabla 3).

Tabla 1. Caracteristicas de los pardmetros seminales en

la poblacién estudiada.

promedio + sd Rango

Edad (afios) 37,456 19-71
Abstinencia (dias) 3,8+1,7 1-30
Volumen seminal (ml) 2,9+14 0,2-9,8
Concentracion
espermatica (106/mi) 708609 0.15-423
Concentracion total
(10 eyaculado) 189,4+176,3 0,62-1.442
Movilidad total (%) 44,1+18,1 1-87
Movilidad réapida (%) 28,6+15,3 1-73
Morfolodi -

orfologia espermatica 50:33 0-20
(%)
Vitalidad (%) 83,1+8,9 23-97
Madurez nuclear (%) 74,1+11,6 11-94
TUNEL 17,0+£9,3 2-66
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Tabla 2. Correlacion entre los valores de TUNEL y de
los diferentes pardmetros seminales.

tho IC 95% P

Fdad (afios) 0,03 00264200827 0,19
Abstinencia 0,03 20,232 20,0769 0,29
(dias)
Volumen

. 0,01 -0,426 20,0566 078
seminal (ml)
Concentracion 20,21 0,2552-0,160  <0,0001
(10%/ml) ’ : ! ’
Concentracion
fotal (10%/ 017 02202-0124  <0,0001
eyaculado)
Moviidad total 0,37 041620330 <0,0001
(%)
Moviidad 0,36 04022-0316  <0,0001
rapida (%)
Morfologia
espermatica 0,29 03382-0243  <0,0001
(%)
Madurez 0,26 03092-0211  <0,0001
nuclear (%)
Vitalidad (%) 0,25 02972-0204  <0,0001
Coneentracion 0,02 00298200693 043
leucocitos /ml

Al comparar los pacientes OAT y normozoos-
pérmicos, se encontré en los primeros una pro-
porcién significativamente mayor de pacientes
con TUNEL aumentado: 54% vs. 22% respecti-
vamente (p < 0,0001, Tabla 3).

Los valores promedio de TUNEL fueron sig-
nificativamente mayores cuando los pacientes
tuvieron concentracién, movilidad, morfologia
o madurez nuclear disminuida, en comparacién
con pacientes con estos pardmetros normales
(p < 0,0001, Tabla 4).

Cuando se compararon pacientes OAT vs.
normozoospérmicos se encontré un valor prome-
dio de TUNEL significativamente mayor en los
primeros: (22,6 + 10,2 vs. 14,6 + 8,6 respectiva-
mente (p < 0,0001, Tabla 4).
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Tabla 3. Proporcidn de pacientes con TUNEL aumen-
tado entre pacientes con pardmetros seminales dismi-
nuidos o normales.

Disminuida Normal

Concentracion

0/ a
(<1582 5 mim) e (13249

29% " (381/1.319)

Movilidad

0/ a
(< 32% vs. > 32%) 50% # (203/405)

25% " (291/1.157)

Morfologia

0/ a
(< 4% vs. > 4%) 43%* (229/531)

25% b (224/907)

Madurez nuclear

0/ a
(< 0% v5. = 70%) 45% * (164/198)

27% " (274/1.031)

Vitalidad

0/ C
(< 58% vs. > 58%) 60% ° (18/30)

31% ¢ (476/1.532)

Concentracion

+ movilidad

+ morfologia (OAT
VS. NOrmospérmicos)

54% @ (58/108) 22%° (173/772)

Los valores son % de pacientes con TUNEL alterado / total de pacientes
de cada grupo. a-b: p < 0,0001, ¢c-d: p=0,0015.

Tabla 4. Valor promedio de TUNEL entre pacientes
con pardmetros seminales disminuidos o normales.

Disminuida Normal
Concentracion 2075970 4o
(< 15 vs. > 15 mill/ml) e 4 E9,
Movilidad

20,15+94¢2 155+ 88"
(< 32% vs. = 32%) OED, 58,
Morfologia . b
(< 4% vs. > 4%) 200+97 152 +87
Madurez nuclear

205+9,7¢° 15.7 +8.9°
(< 70% vs. = 70%) nE 78,
Vitalidad

231+11,0°¢ 16,9+ 9,3 ¢
(< 58% vs. > 58%) * *
Concentracion
+movilidad

a b

+morfologia OAT 226+102 14,6 + 8,6

VS NOrmospérmicos)

Los valores son promedio + sd. a-b: p < 0,0001, ¢-d: p=0,0013
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Asociacion entre toxicos y
alteracion del ADN espermatico

Consumo de alcohol. Se comparé el porcentaje
de pacientes con TUNEL aumentado entre los pa-
cientes que refirieron no tomar alcohol (n = 835),
tomar mds de un vaso por dia (n = 582) y mds de
dos vasos por dia (n = 48).

El porcentaje de pacientes con TUNEL au-
mentado fue de 30,6%, 31,3% y 35,4% respec-
tivamente. Estas diferencias no fueron estadistica-
mente significativas (p = 0,44).

Consumo de tabaco. Se comparé el porcen-
taje de pacientes con TUNEL aumentado entre
los pacientes que refirieron no fumar (n = 1116),
fumar més de una etiqueta por dia (n = 307) y
fumar més de 2 etiquetas por dia (n = 15).

El porcentaje de pacientes con TUNEL au-
mentado fue 31,2%, 30,9% y 40% respectiva-
mente. Estas diferencias no fueron estadistica-
mente significativas (p = 0,84).

Exposicidn conocida a agroquimicos. Del total
de pacientes que refirié estar expuesto a agroqui-
micos (n = 64), el 45,3% (29/64) presenté valores
de TUNEL aumentado.

Al comparar este valor con el de los pacien-
tes que refirid no estar expuesto a agroquimicos
(31%, 465/1.498) la diferencia fue estadistica-
mente significativa (p = 0,02).

Discusion

De acuerdo a nuestros resultados observamos
una correlacién negativa entre parimetros semi-
nales y la fragmentacién del ADN en cuanto a
concentracion por ml y por eyaculado total, mo-
vilidad total y traslativa rdpida, vitalidad, morfo-
logfa y madurez nuclear.

Otros autores encuentran correlacion entre al-
gunos pardmetros seminales y fragmentacion,'”*
incluso con edad y abstinencia,'” aunque los resul-
tados son variados en cuanto a la asociacién con la
concentracién.'”?!

De todos modos, los autores coinciden en que
las muestras de peor calidad son las que presentan
un mayor dano en el ADN espermdtico.

Cohen-Bacrie” concluye que el dafio del
ADN serfa un pardmetro complementario que
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no se encuentra fuertemente ligado a los demds
pardmetros seminales. Esto coincide con nuestros
resultados, donde la correlacién entre pardmetros
seminales y TUNEL es significativa, con valores
que van de 0,17 a 0,37. La presencia de un 22%
de pacientes con TUNEL alterado entre los nor-
mozoospérmicos refuerza la necesidad de conside-
rar el dafio espermdtico como un pardmetro semi-
nal independiente.

En coincidencia con otros trabajos encontra-
mos que la exposicién a agroquimicos ambientales
produciria un efecto deletéreo en la fragmenta-

cién del ADN. 2426

Conclusion

De acuerdo a nuestros resultados se encontré
una correlacién inversa y significativa entre TU-
NEL y parimetros seminales. La exposicién a
agroquimicos ambientales produciria fragmenta-
cién del ADN. Teniendo en cuenta la presencia
de TUNEL aumentado en el 22% de pacientes
normospérmicos, podriamos inferir que la evalua-
cién de la fragmentacién del DNA espermdtico
debe ser considerada como otra herramienta diag-
néstica para el estudio de la pareja infértil, y asi
poder tomar medidas terapéuticas que favorezcan
el éxito reproductivo.
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