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RESUMEN

Objetivo: Valorar la utilidad de realizar el test de fragmentacion de ADN espermatico para indicar una IAC como técnica
recomendada a una pareja infértil en la Unidad de Reproduccion de la Fundacion Jiménez Diaz.

Ubicacion: Laboratorio de Andrologia, Unidad de Reproduccion, Servicio de Ginecologia y Obstetricia, Fundacion Jiménez Diaz, Madrid.
Material: Kit de fragmentacion de ADN espermatico Halosperm de Halotech, tincion Diff-Quick, microscopio de campo claro.

Disefio: Durante el periodo comprendido entre abril y junio de 2010, se realiz6 el test de fragmentacion de ADN espermatico
a las muestras de semen procedentes de aquellos pacientes que cumplian los siguientes criterios de inclusion: REM mayor o
igual a 5 millones y edad del varén menor o igual a 45 aiios.

Conclusién: En este grupo de pacientes el estudio de los niveles de fragmentacién de ADN espermatico no aporta informacién
adicional al estudio de semen para indicar la TRA que se realiza en nuestra unidad. Rev Asoc Est Biol Rep 2011; 16(1):39-41.
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SUMMARY

Aim: To assess the usefulness of sperm DNA fragmentation test to indicate IUI to aninfertile couple as recommended technique
in the Reproduction Unit of Fundacion Jiménez Diaz.

Location: Andrology Laboratory, Reproduction Unit, Gynaecology and Obstetrics, Fundacion Jiménez Diaz, Madrid
Material: Kit Halosperm from Halotech for sperm DNA fragmentation, Diff-Quick staining, light microscope.

Design: Between April and June 2010, DNA fragmentation test was done in semen samples from patients who complied with
the following inclusion criteria: REM greater or equal to 5 million, male younger or equal to 45 years old.

Conclusion: In this group of patients, the study of the levels of sperm DNA fragmentation does not provide additional
information to the study of sperm for ART which is performed in our Unit. Rev Asoc Est Biol Rep 2011; 16(1): 39-41.
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INTRODUCCION 2003), y que existe una correlacién de la cromatina entre aquellos

La Inseminacién Artificial Conyugal
(TAC) es la primera opcion terapéutica
en aquellas parejas infértiles que
presentan, al menos, integridad
anatémica de las trompas de Falopio,
y un ndmero de espermatozoides
con movilidad progresiva tras la
capacitacion (REM) superior a 5x10°
Millones (WHO, 1999).

Se sabe que la integridad del
ADN paterno es necesaria para
la consecucién de un embarazo
a término (Evenson et al., 1999;
Larson et al., 2000; Fernandez et al.,

negativa entre dicha integridad y
la fertilidad tanto in vivo como in
vitro (Evenson et al., 1999; Saleh et
al., 2002). Ademds, existe cierta
controversia en cuanto a si hay
alguna relacién entre el porcentaje de
fragmentacion del ADN espermatico
y  los  pardmetros  seminales
analizados  rutinariamente  como
concentracién y movilidad (Irvine et
al., 2000; Cohen-Bacrie et al., 2009).
Esta integridad del ADN espermatico
se puede estimar, entre otras técnicas,
mediante el test SCD (Sperm Chromatin
Dispersion), que consiste en producir
una descondensacién diferencial

espermatozoides que presentan ADN
fragmentado con respecto a aquellos
que lo mantienen intacto.

Evenson et al. (2002), mediante
la técnica SCSA, consideraron que
valores del indice de fragmentacion
de ADN espermatico entre 25-30%
corresponden a un bajo potencial para
la fecundacién, y valores superiores al
30% corresponden a un potencial muy
bajo (cercano a cero). Sergerie et al.
(2005) propone un valor umbral del
20% con el ensayo TUNEL, y Fernandez
et al. (2005) de un 27% usando SCD.
Bungum et al. (2007), publicé que
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las parejas que realizan IAC tienen
una mayor tasa de embarazo cuando
el porcentaje de fragmentacion es
inferior del 30% con la técnica SCSA.

El estudio de semen para Técnicas
de Reproduccién Asistida (TRA) que
se realiza en la Fundacién Jiménez
Diaz incluye el analisis del volumen,
la concentracién, la movilidad y el
REM. Este nos permite evaluar si una
muestra de semen es adecuada para
realizar una IAC. El valor de REM
minimo recomendado por la OMS 1999
para indicar inseminacién conyugal
es de 5 millones de espermatozoides
moéviles. Debido a que en nuestro
centro no se tiene en cuenta la
integridad del ADN espermatico
para recomendar IAC como TRA, nos
proponemos, como objetivo de este
trabajo, valorar la utilidad de la
inclusion del test de fragmentacion
de ADN en el estudio inicial del semen

MATERTALES Y METODOS

En este estudio, realizado en el
laboratorio de Andrologia de la
Fundacién Jiménez Diaz en el periodo
comprendido entre abril y junio de
2010, fueron analizadas un total de
50 muestras seminales.

Criterios de inclusién: Varones cuya
edad no supere los 45 afos, que
hayan obtenido la muestra de semen
en la Fundacién Jiménez Diaz y ésta
haya sido completa, con un periodo
de abstinencia inferior a 10 dias y
con un REM mayor de 5 millones.
Muestras de semen y procesado: Las
muestras fueron recogidas en una sala

privada de la Fundacién Jiménez Diaz,
cercana al laboratorio de andrologia,
obtenidas por masturbacién en frascos
de plastico estériles, y procesadas
para el estudio de fragmentacién en
un tiempo no superior a una hora tras
la eyaculacion.

El andlisis inicial de las muestras
fue realizado en base a los criterios
de la OMS, evaluando volumen,
concentracionymovilidad delamisma.

La capacitacién espermatica, necesaria
paraelcalculodelREM de la muestra, se
realiz6 mediante gradientes de densidad.

Lafragmentacion del ADN espermatico
fue estudiada utilizando el Kit
Halosperm, siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante; los
portaobjetos con la muestra fijada
fueron tefiidos con Diff-Quick.

El contaje de espermatozoides en los
portaobjetos tefidos fue realizado
siempre por dos observadores,
mediante un microscopio de campo
claro a 400 aumentos, contando
cada uno de ellos un minimo de
300 espermatozoides, sin existir
diferencias significativas entre los
resultados obtenidos por ambos
observadores. Ademadas, antes del
comienzo del estudio, se realizaron
10 contajes de prueba, cuyos
resultados fueron contrastados con
los obtenidos en un laboratorio con
mdas experiencia en esta técnica,
sin que tampoco se observaran
diferencias. El andlisis estadistico se
realizé aplicando el test estadistico
no paramétrico de Mann-Whitney.
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Figura 1. Distribucion de las frecuencias de % de fragmentacion redondeadas a la unidad

REM N Media fragmentacion
(Millones) (%)
5-10 11 9.50
10-15 13 6.35
15-20 15 7.57
20-25 5 4.56
25-30 4 4.27
>30 2 4.55

Tabla I: Relacién entre el REM y el porcentaje de
fragmentacion

RESULTADOS

En la Figura 1 se muestran los resultados
del estudio, donde se observan los
porcentajes de fragmentacion de
las 50 muestras. Se puede observar
que todas las muestras presentan
una fragmentacién inferior al 20%
(valor umbral de fragmentaciéon mas
bajo en la bibliografia consultada),
encontrandose 41 de las 50 muestras
analizadas por debajo del 10%.

EnlatablaIsemuestranlosresultadosde
fragmentacion obtenidos relacionados
con el REM. Parece existir una relacién
inversa entre la fragmentacién del ADN
espermatico y el REM, pero, puesto que
el tamafio muestral de los grupos es
pequefio, no podemos aplicar ningin
test estadistico.

Al relacionar el periodo de abstinencia
y el porcentaje de fragmentacién de
la muestra seminal, se observa un
incremento de la fragmentacion del
ADN cuando el periodo de abstinencia
es superior a 5 dias. Esta diferencia
resulta estadisticamente significativa al
aplicar el test no paramétrico de Mann-
Whitney, con una p = 0,005 (Tabla II).

periodo de Media
abstinencia| N fragmentacién
(dfas) (%)
<5 43 6.16
6-10 7 12.06

Tabla II: Relacién entre los dias de abstinenciay
el porcentaje de fragmentacion (p =0,005)
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El tiempo medio hasta el inicio del
procesamiento de la muestradesemen para
el estudio de la fragmentacion del ADN fue
de 17 minutos, siendo el tiempo de espera
mas largo de 45 minutos. Seagruparon los
resultados estableciendo como punto de
corte 15 minutos. En la tabla IT se muestra
los resultados, observandose que la media
de fragmentacién es practicamente igual.

DISCUSION

En nuestro estudio no se ha encontrado
ninguna muestra con un porcentaje
de fragmentacién por encima de los
umbrales de normalidad descritos en la
bibliografia consultada (Evenson et al.,
2002; Fernandez et al., 2005; Sergerie
et al., 2005; Bungum et al., 2007).
Esto puede ser debido a que todos los
eyaculados estudiados tenian un REM
superior a 5 millones. Esto implica que,
aunquetuvieranalgdn pardmetroseminal
alterado, todos tuvieron un recuento
total elevado de espermatozoides
méviles en el eyaculado. Segin Cohen-
Bacrie et al. (2009), este tipo de
muestras presentan mayoritariamente
un grado de fragmentacion del 0 al 20%.

En nuestro estudio, al aumentar los dias
de abstinencia aumenta el porcentaje de
fragmentacion, lo que concuerda con lo
observado por Thomson et al. (2009) vy
Cohen-Bacrie et al. (2009). El hecho de
que el ndmero de pacientes con mas de
5 dias de abstinencia sea bajo obliga a
que esta conclusion sea considerada con
reservas, teniendo en cuenta que otros
autores como De Jonge et al. (2004)
no han observado esta correlacion.
Segln los criterios utilizados en la
Fundacion Jiménez Diaz, las muestras
que constituyen nuestra poblacién
de estudio serian aptas para IAC. Al
incluir los resultados de fragmentacion
espermatica no se modificaria en ningtin
caso la indicacién de IAC, lo que nos
hace pensar que la inclusién sistemadtica
del estudio de fragmentacion del ADN
espermatico en este tipo de pacientes no
resultaria Gtil. Sin embargo, debido a que
el ndmero de muestras analizado es bajo,
serfa conveniente aumentar el tamafio
muestral para confirmar el resultado.
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TIEMPO HASTA INICIAR LA TECNICA N Media fragmentacion
(minutos) (%)
<15 30 7.13
>15 20 7.90

Tabla III: Relacién entre el tiempo hasta inicio de la técnica y el porcentaje de fragmentacion. (p = 0,58).
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