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Resumen. El analisis del semen no tiene valor predictivo absoluto de fer-
tilidad, pero informa sobre el potencial de fertilidad del vardn, el cual esta re-
lacionado con la calidad de sus espermatozoides y de otras variables del se-
men. Se ha comprobado que los valores del semen pueden mostrar gran varia-
bilidad en un mismo individuo. Esto explica por que un hombre cuyas varia-
bles no son absolutamente normales, puede lograr un embarazo en su pareja.
Dentro de los parametros tradicionalmente utilizados en la evaluacién clinica
de la fertilidad masculina se encuentran: la concentracion, la movilidad y la
morfologia espermatica; ademas de medir estas variables, nuevos procedi-
mientos han sido incorporados para evaluar la capacidad funcional de los es-
permatozoides, uno de los que ha alcanzado particular importancia en la ulti-
ma década es la medida de la integridad del ADN nuclear. La fragmentacion
del ADN consiste en interrupciones en las cadenas simples o dobles del ADN
que ocurre frecuentemente en la muestra de pacientes no fértiles. Se ha lleva-
do a cabo un estudio clinico, en muestras de semen provenientes de pacientes
que acudieron al laboratorio de Andrologia de la Universidad de los Andes, co-
lectadas entre marzo del 2007 y marzo del 2009, a fin de establecer compara-
ciones entre los parametros convencionales y la medicion de la integridad de
la cromatina espermatica, mediante citometria de flujo. Los resultados obte-
nidos mostraron correlaciones evidentes entre los parametros convencionales
y la integridad del ADN espermatico y aportan datos de gran utilidad en el es-
tudio clinico integral de la infertilidad masculina.
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Abstract. Semen analysis does not have an absolute predictive value on
fertility, however it is a reflection of male fertility potential, which is related
to its spermatozoa quality and other semen variables. Great variability in hu-
man semen parameters has been demonstrated within a single individual, an
observation that could explain why a male with low semen quality can success-
fully fertilize an egg. Although conventional semen analysis, such as sperm
concentration, motility and morphology, provide important information about
the clinical status of male fertility, new procedures to predict the sperm func-
tional capability have been developed in the last decade, such as analysis of
nuclear DNA integrity, which have improved considerably the clinical diagno-
sis of male infertility, and increased the knowledge about spermatozoa func-
tion. DNA fragmentation consist in interruptions, both in single and double
DNA strains, that frequently occur in sperm samples from infertile patients.
We have conducted a clinical study in semen samples from patients who have
attended the Andrology laboratory of the University of Los Andes, between
March 2007 and March 2009. The aim of this study was to compare sperm
DNA integrity, analyzed by flow cytometry, with traditional semen parameters.
Our results show remarkable correlations between conventional human semen
variables and sperm chromatin integrity, contributing to asses an integral
evaluation of sperm quality allowing the analysis of its fertilizing potential in

clinical studies.

Recibido: 08-04-2009. Aceptado: 02-11-2009.

INTRODUCCION

La infertilidad es definida como la in-
capacidad de una pareja para concebir des-
pués de un afio de relaciones sexuales fre-
cuentes, sin medidas anticonceptivas. La
prevalencia de la infertilidad se ha estimado
que ocurre en 15% de las parejas en edad
reproductiva (1). Se atribuye al factor mas-
culino 40 a 50% de los casos de infertilidad
(2, 3). De acuerdo con su etiologia, la infer-
tilidad masculina es clasificada en tres cate-
gorias: causas pre-testiculares (factores ge-

néticos); causas testiculares (alteraciones
de la espermatogénesis); y causas post-tes-
ticulares. Con base a la efectividad de un
tratamiento médico para mejorar las tasas
de embarazos, la infertilidad es clasificada
en: esterilidad intratable, alteraciones tra-
tables y subfertilidad intratable (4, 5).

Los trastornos gonadales son la causa
mas frecuente de alteraciones de la esper-
matogénesis, en cuya etiopatogenia concu-
rren diversos factores: causas genéticas y al-
teraciones cromosomicas. Defectos en el
empaquetamiento del ADN, mal descenso
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testicular; procesos inflamatorios, altera-
cion en el mecanismo de regulacion de la
temperatura escrotal (varicocele), exposi-
cién a compuestos quimicos toxicos (agro-
quimicos), farmacos diversos y drogas, al-
cohol, tabaco, quimioterapia con citotéxi-
cos y radioterapia por malignidad de los
testiculos, se encuentran entre otras causas
(6, 7).

La evaluacion inicial del hombre que
forma parte de una pareja infértil debe in-
cluir un examen clinico integral, con parti-
cular énfasis en la historia de su sistema en-
docrino-reproductor; al mismo tiempo se
deben solicitar por lo menos dos anilisis
del semen. Es criterio undnimemente acep-
tado que el espermograma es el estudio
fundamental del hombre que consulta por
infertilidad. El analisis del semen provee in-
formacién esencial a partir de la cual se
orientan los estudios subsiguientes. Las di-
ferentes variables del semen han sido revi-
sadas a lo largo de las ultimas siete déca-
das, a partir de los estudios realizados por
MacLeod (8). Una de esas variables que ha
sido objeto de mayor atencion es la relacio-
nada con niveles normales de espermatozoi-
des y una mayor probabilidad de lograr em-
barazos espontidneos o los obtenidos me-
diante técnicas de reproduccién asistida
(9-11). Entre los nuevos procedimientos in-
corporados para evaluar la capacidad fun-
cional de los espermatozoides, uno que ha
alcanzado particular importancia en la alti-
ma década, es la medida de la integridad
del ADN nuclear contenido en la cabeza de
los espermatozoides. La fragmentacion del
ADN consiste en interrupciones en las cade-
nas simples o dobles del ADN que ocurre
frecuentemente en la muestra de pacientes
no fértiles. Se ha comprobado que la pro-
porcion de ADN fragmentado es mayor en
espermatozoides de hombres que consultan
por infertilidad, comparada con sujetos de
fertilidad probada (12, 13). Ademads, en
hombres con semen alterado se ha encon-

trado mayor dafio del ADN nuclear que en
los hombres con semen normal (13-15).

La citometria de flujo representa una
de las herramientas mas objetivas y precisas
para analizar la integridad de la cromatina
espermatica, hace uso de fluorocromos es-
pecificos para el ADN como el anaranjado
de acridina (AA) (16) y el ioduro de propi-
dio (IP) (17). El método que utiliza el AA
aprovecha las propiedades metacromaticas
del mismo para evidenciar la susceptibili-
dad de la cromatina espermdtica a la desna-
turacion inducida por acidos (18). La es-
tructura anormal de la cromatina se cuanti-
fica mediante citometria de flujo a través
de la desviacion metacromatica de fluores-
cencia verde (ADN de doble cadena) hacia
la fluorescencia roja (ADN de cadena senci-
lla). El tratamiento con pH bajo causa una
denaturacion parcial del ADN solo en aque-
llos espermatozoides que tienen alterada la
estructura de la cromatina, de tal manera
que en presencia de cromatina espermatica
alterada se espera una mayor proporcion de
ADN de cadena sencilla (fluorescencia roja)
(19, 20); el grado de dano se expresa como
DFI (DNA fragmentation index). Estudios
previos han indicado que valores de DFI ma-
yores de 27% estan asociados con fallas de
embarazo, cuando se usan técnicas de re-
produccion asistida (21, 22); sin embargo,
estudios recientes cuestionan el valor pre-
dictivo del ensayo de la estructura de la cro-
matina espermatica, SCSA ya que se han re-
portado casos de embarazo, usando esos
mismos procedimientos, en técenicas de re-
produccién asistida, con valores de DFI ma-
yores de 27% (23-25).

Otra estrategia para analizar la integri-
dad del ADN y que ha sido ampliamente uti-
lizada para medir la muerte en una variedad
de tipos celulares, es la tincién del ADN con
ioduro de propidio (IP) analizada también
mediante citometria de flujo (26). El IP es
un compuesto fluorescente que se une este-
quiométricamente al ADN, de tal manera
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que la emision de la fluorescencia es pro-
porcional al contenido de ADN de la célula.
Cuando las células apoptéticas se tifien con
IP y analizan con un citometro de flujo,
muestran un pico de hipodiploidia (por de-
tras del pico G1), el cual puede ser facil-
mente distinguido del pico estrecho que co-
rresponde a ADN de células diploides nor-
males, que se detecta en los canales de fluo-
rescencia roja (27). Estudios recientes han
mostrado una correlacién positiva entre el
DFI medido por SCSA con muerte celular y
el porcentaje de esperma hipodiploide de-
terminado mediante tincion con IP (28).

El objetivo de este estudio fue analizar
y establecer correlaciones entre las caracte-
risticas del semen y la integridad del ADN
espermatico en muestras eyaculadas de
hombres provenientes de parejas infértiles.
Ademas de las pruebas convencionales utili-
zadas en el laboratorio de andrologia, se
implementé el recurso de la citometria de
flujo para evaluar: 1) La integridad de la
cromatina a través de la tincion con AA ex-
presada como DFIy 2) La muerte celular en
las células espermaticas, puesta en eviden-
cia a través de la tincion con IP.

MATERIAL Y METODOS

En este estudio se analizé un total de
341 muestras de hombres procedentes de
parejas que acudieron al Laboratorio de
Andrologia del Centro de Microscopia Elec-
tronica, Facultad de Medicina, Universidad
de Los Andes, Mérida, entre abril de 2007 y
marzo del 2009, para evaluacion por inferti-
lidad. Cuarenta y un sujetos (grupo A) po-
sefan caracteristicas normales en el semen,
de acuerdo con los criterios del segundo
manual de la Organizacion Mundial de la
Salud (29): concentracion de espermatozoi-
des mayor o igual a 20 millones por mL; vo-
lumen total de semen entre 2 y 5 mL; ni-
mero total de espermatozoides en la eyacu-
lacion mayor o igual a 40 millones; viabili-

dad de los espermatozoides mayor o igual a
50%; espermatozoides con morfologia nor-
mal mayor o igual a 50%; espermatozoides
progresivos rapidos (movilidad a) mayor o
igual a 25% y la suma de los progresivos ra-
pidos y lentos (movilidad a + b) mayor o
igual a 50%. Los 300 individuos restantes,
no cumplieron en su totalidad con estos cri-
terios y fueron denominados como grupo
(B) (TablaI).

Las muestras se obtuvieron mediante
masturbacion y se recolectaron en recipien-
tes de plastico estériles. Los pacientes fue-
ron instruidos para guardar abstinencia se-
xual de 3 a 5 dias antes de la obtencién de
la muestra, las mismas se analizaron en me-
nos de 1 hora después de su obtencion.

Para determinar la concentracion y
motilidad, las muestras se dejaron a 37°C
durante 20 minutos para que licuaran y a
continuacion se realizé el andlisis de la con-
centracion (expresada en 10°/mL) y movili-
dad (expresada en %), para lo cual se utili-
zaron 5 ul. de semen de cada muestra, que
fueron colocados en una camara de Makler
para contaje espermatico. Para valorar la
movilidad espermatica se analizaron un mi-
nimo de 200 espermatozoides, en al menos
5 campos distintos de cada muestra. La eva-
luacion se realizé siguiendo los criterios de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS);
asi los espermatozoides méviles correspon-
dieron a aquellos progresivos rapidos unidi-
reccionales (a) 25 um/s a 37°C) y progresi-
vos lentos (b) (entre 5y 25 um/s a 37°C).
Otros parametros como aspecto, volumen,
viscosidad y pH fueron también evaluados
posterior a la licuefaccion.

Para estudiar la morfologia se realiz6
una extension de semen en fresco, la cual
se dejo secar y posteriormente se realizé la
tincion con Diff-Quick (30). La morfologia
fue evaluada en 200 espermatozoides con-
secutivos, mediante un microscopio de luz
convencional siguiendo los criterios de la
OMS (29). Los resultados fueron expresa-
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TABLA I
PARAMETROS ANALIZADOS EN EL SEMEN

Parametro Grupo A Grupo B 9
(Promedio *IC) (Promedio *+IC)

Edad 33 =237 33 = 0,96 NS
Volumen 3,29 x0,41 3,41 = 0,18 NS
pH 7,92 = 0,09 7,99 = 0,03 NS
Concentracion 98,49 + 11,75 57,21 = 4,87 <0,01
Test de integridad de membrana 57,15 = 4,66 48,9 = 2,22 <0,01
Eosina 20,15 = 1,44 25,11 = 1,55 <0,01
Espermatozoides normales 54,88 = 3,58 43,7 = 1,85 <0,01
Cabezas amorfas 17 = 1,85 21,36 £0,94 <0,01
Cabezas pequenas 13,27 = 1,19 14,82 = 0,57 NS
Cabezas alargadas 0,63 = 0,28 0,29 = 0,09 <0,01
Taipery 0,03 = 0,05 0,11 £ 0,04 NS
Pieza intermedia patolégica 9,15 = 1,05 10,19 £ 0,43 NS
Cola defectuosa 5,07 £ 1,02 7,01 £ 0,49 <0,01
Grado “a” 28,83 = 2,81 6,38 + 1,18 <0,01
Grado “b” 46,66 = 4,20 36,44 = 211 <0,01
Gradoa + b 75,49 = 3,93 42,62 + 2,58 <0,01
Inméviles 24,51 £ 4,62 54,27 £2,56 <0,01
DFI 249 + 1,34 51,23 = 1,55 <0,01
Muerte celular 22,13 = 5,86 39,50 = 3,47 <0,01

dos como porcentaje de espermatozoides
normales y anormales (defectos en las cabe-
zas, defecto en la pieza media y defectos en
la cola). Los analisis del semen fueron lleva-
dos a cabo antes de los ensayos para medir
la integridad de la cromatina.

La vitalidad espermatica se evalué me-
diante la permeabilidad al colorante vital
Eosina. Se analizaron un total de 200 esper-
matozoides haciendo uso del microscopio
optico con contraste de fase (400X), dife-
renciando los espermatozoides vivos (no co-
loreados) de los muertos (coloreados) y el
valor se expres6 en porcentaje del total de
espermatozoides.

La integridad de membrana (TIM) se
mide como una prueba basada en la semi-

permeabilidad de la membrana celular in-
tacta responsable de que los espermatozoi-
des se hinchen en condiciones hiposmoti-
cas. Para tal efecto, se anadieron 0,1 mL de
semen a 1 mL de soluciéon hiposmoética a
150mOsm/L, preparada disolviendo 0,735 g
de citrato de sodio y 1,35¢ de fructosa en
100mL de agua destilada, la cual fue incu-
bada durante 30 minutos a 37°C, y las ¢élu-
las fueron examinadas con un microscopio
de contraste de fase. Se analizaron un total
de 200 células, se evaluaron cambios en la
conformacion de la cola y el resultado se
expresd en porcentajes de todos los esper-
matozoides del eyaculado.

La integridad de la cromatina se midi6
mediante citometria de flujo:
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1) Ensayo de la estructura de la cro-
matina espermatica (SCSA): en este estu-
dio se utiliz6 el procedimiento para SCSA
descrito por Evenson y Jost en 1994 (18),
con modificaciones menores. Una alicuota
de 400 uL se lavé dos veces mediante cen-
trifugacion a 600 g por 5 min con buffer
TNE (0,15 M NaCl, 0,01 M de Tris HCI, 1
mM de EDTA, pH 7,4), el sedimento fue re-
suspendido en etanol al 70% e incubado
para fijacién durante 30 minutos a tempe-
ratura ambiente. Después de tres lavados
mediante centrifugacion con buffer TNE a
600 g por 5 min, las muestras fueron re-
suspendidas en proporcién 1:2 en solucién
desnaturalizante acida (0,1% de Triton
X100, 0,15 M NaCl, 0,08N HCI, pH 1,4) du-
rante 30 segundos, seguido por la adicion
de la solucion colorante en proporciéon 1:2
(muestra: colorante, respectivamente),
(6 ug/mL anaranjado de acridina (Molecu-
lar Probes, Eugene, OR, USA), 0,1 M 4cido
citrico, 0,2 M Na,HPO,, 1mM EDTA, 0,15
M NaCl, pH 6). Después de 30 segundos de
incubacién las muestras fueron analizadas
en un citoémetro de flujo (FACsort, median-
te el programa Cell Quest, Becton Dickin-
son, San José California, USA). Se analiza-
ron un total de 5.000 eventos y mediante
un grafico tipo dot-plot, se establecio la re-
gion donde se ubican los espermatozoides
en un grafico tipo FSC (Forward scatter) y
SSC (Side scatter). Por cuanto las propie-
dades metacromaticas del anaranjado de
acridina permiten la distincién entre ADN
de cadena simple (fluorescencia roja) y
ADN de cadena doble (fluorescencia ver-
de), se pudo calcular el DFI, que resulta de
la relacion entre la fluorescencia roja y la
fluorescencia total (roja mas verde) expre-
sada en porcentaje, de tal manera que:

IFR

Fl=—— x100
IFR + Verde

donde DFI es el Indice de fragmentacion,
IFR es la intensidad de la fluorescencia Roja
(Figs. 1lay 1b).

Para establecer los parametros apropia-
dos en el citobmetro y evitar sesgos de instru-
mentacion, se utilizaron muestras de eyacu-
lado con caracteristicas seminales normales
y con valores de DFI menor a 30%, como re-
ferencias para calibrar el voltaje de los foto-
multiplicadores. Una vez determinados estos
parametros, los mismos fueron mantenidos
como molde paras todos los ensayos subsi-
guientes y comprobados semanalmente con
las muestras normales mencionadas.

2) Analisis de la muerte celular me-
diante la tincién con IP: una segunda ali-
cuota de las muestras fijadas en etanol y
tratadas de igual manera que las muestras
para SCSA, fue utilizada para este anilisis,
con la diferencia de que la tincién con AA
fue sustituida mediante la adicion de
10 ug/ml de IP (Santa Cruz Biotechnology
Inc., Santa Cruz, CA, USA). Después de
10 minutos de incubacién se procedi6 al
analisis mediante citometria de flujo. Se
analizaron un total de 20.000 eventos me-
diante histogramas, estableciéndose como
punto de referencia que las muestras nor-
males anteriormente referidas, mostraran
un pico agudo predominante de fluorescen-
cia (correspondiente al estadio G1 del ciclo
celular) establecido para conveniencia a ni-
vel de 102 canales de fluorescencia, en la es-
cala logaritmica (Figs. 1c y 1d).

Los parametros evaluados en este estu-
dio fueron expresados en media + 95% de
intervalo de confianza (IC). Las diferencias
entre los promedios de los grupos estudia-
dos se analizaron usando la prueba t-stu-
dent calculada con el programa Statgraphic

Jenturion XV.II. Se consideraron estadisti-
camente significativos los valores de p <
0,05. Las correlaciones fueron establecidas
mediante regresion lineal, con un valor de
significancia de p < 0,05.
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Fig. 1. Integridad del ADN espermatico. Graficos representativos en diagrama de puntos que mues-
tran la fluorescencia (tincion con anaranjado de acridina) para muestras con a) bajos (grupo
A) y b) altos DFI (grupo B). Graficos representativos en histograma que muestran la fluores-
cencia (tincién con ioduro de propidio) para muestras con ¢) bajo (grupo A) y d) alto

porcentaje de hipodiploidia (grupo B).
RESULTADOS

La media de la edad del grupo exami-
nado fue de 33+0.9 de intervalo de confian-
za (IC), con un rango entre 17 y 53 anos de
edad. En la Tabla I se resumen las caracte-
risticas fisicas del semen de los individuos
estudiados.

El promedio del volumen del semen
fue de 3,29 mL (£ 0,41 IC) para el grupo A
y de 3,41 mL (%0,18 IC) para el grupo B. El
promedio de la concentracion espermatica
fue de 98,49x106/mL (*£11,77x10°/mL
IC) para el grupo A y de 57,21x10°/mL
(£4,87x10°/mL 1C) para el grupo B. El
promedio de espermatozoides con morfolo-
gia normal fue de 54,83 (£3,58 IC) para el
grupo Ay de 43,7 (x1,18 IC) para el gru-

po B. La Fig. 2 que se refiere a las compara-
ciones de las caracteristicas morfologicas
entre los grupos A y B, mostraron diferen-
cias estadisticamente significativas en lo
que respecta a los parametros: cabezas
amorfas, cabezas alargadas y colas defec-
tuosas (17 = 1,85 vs 21,36 = 0,94; 13,27
+ 1,19 vs 14,82 = 0,57 y 0,63 = 0,28 vs
0,29 = 0,09, respectivamente) (p< 0,01).
Cuando se compararon los pardmetros de
motilidad entre los grupos A y B, se observo
claramente que los pacientes del grupo B
tenian alterada la movilidad progresiva len-
ta y la rapida, la media del porcentaje de
motilidad tipo “a” fue de 28,83 (x2,81 IC)
para el grupo A y de 6,38 (=1,18 IC) para
el grupo B, y la suma de la motilidad de
tipo “a + b” fue de 54,73 (%5,47 1IC) para
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Fig. 2. Comparacién entre las caracteristicas morfologicas del semen correspondiente a los indivi-
duos del grupo A (parametros seminales normales) v los individuos del grupo B (parametros
seminales alterados), expresadas en promedios = IC. * p<0,001.

el grupo Ay de 42,63 (£ 2,58 IC) para el
grupo B, mostrando un mayor ntiimero de
espermatozoides inméviles, al compararlos
con los individuos del grupo A (24,51 =
4,62 vs 54,25 = 2,56) (Fig. 3, p < 0,05).

El analisis de la viabilidad examinada
en este estudio a través de la evaluacion de
la integridad de la membrana (TIM) y la
permeabilidad del colorante vital Eosina,
mostraron una vitalidad menor en el grupo
B (48,9 £ 222 ICy 25,11 1,5 IC, respecti-
vamente) en comparaciéon con el grupo A
(57,15= 4,66 1C y 20,15+1,44 1C, respecti-
vamente, p < 0,05) (Fig. 4). La integridad
de la cromatina analizada mediante el DFI y
la muerte celular visualizada a través de la
tincién con IP son mostradas en las Figs. 4
y 1. Este estudio demuestra claramente que
para ambas técnicas aplicadas, existen dife-
rencias muy marcadas y estadisticamente
significativas entre ambos grupos, de tal
manera que el porcentaje de DFI para el
grupo A fue de 24,9 = 1,34 IC, mientras
que para el grupo B fue de 51,23 = 1,55 1C,
p < 0,001). De igual manera el porcentaje
de hipodiploidia fue mayor en el grupo B
(39,50 = 3,47 IC), en comparacion con el
grupo A (22,13 = 5,86 1C), p<0,01.
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Fig. Diferencia en la motilidad del esperma
observada entre los individuos del grupo
A (parametros seminales normales) y
los individuos del grupo B (parametros
seminales alterados), expresadas en

promedios = IC. * p<0,001.

Estas observaciones se ven reforzadas
cuando se logran establecer correlaciones
importantes entre diversos parametros ex-
plorados, de las cuales se pueden resaltar:
correlaciones negativas entre el DFI y: mo-
tilidad (r=-0,183, p<0,01), concentracion
de espermatozoides (r=-0,25, p<0,001) y
el TIM (r=-0,198, p<0,001). Mientras que
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Fig. 4. Diferencias relacionadas con la viabili-
dad e integridad de la cromatina entre
los individuos del grupo A (parametros
seminales normales), y los individuos
del grupo B (parametros seminales alte-
rados), expresadas en promedios = IC.
* p<0,001. DFI = indice de fragmenta-
cién de la cromatina. TIM= test de la
integridad de la membrana.

las correlaciones fueron positivas entre el
DFI y: muerte celular (r=0,28, p<0,001) y
permeabilidad a la eosina (r=0,15, p<0,01)
(Fig. 5).

DISCUSION

Con la intenciéon de realizar una eva-
luacion integral de la calidad del semen de
pacientes que consultan por infertilidad, se
llev6 a cabo un estudio observacional des-
criptivo durante dos anos, de 341 muestras
de semen humano y se combinaron la eva-
luacion de las variables convencionales uti-
lizadas para analizar las caracteristicas
morfologicas de los espermatozoides, con
dos técnicas que miden la integridad de la
cromatina espermatica, a saber: la propen-
sion a la fragmentacion de la cromatina,
también conocida como SCSA expresada a
través del DFI y la muerte celular como una
medida de la degradacion del ADN, detecta-
da por la tincion con ioduro de propidio.

Apoptosis

Permeabilidad a la eosina

r=0,15 c
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- . p<0,001 1
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Fig. 5. Correlaciones entre el indice de fragmentacion del ADN y a) muerte celular, b) permeabilidad
a la cosina, ¢) concentracion de los espermatozoides, d) con la movilidad y ¢) TIM. El coefi-
ciente de correlacion de Spearman revelé una correlacion directa significativa entre el DFI y
la muerte celular (a) (r=0,28, p<0,001) y la permeabilidad a la cosina (b) (r=0,15, p<0,01),
y negativa entre el DFI y: concentracion de los espermatozoides (¢) (r=-0,25, p<0,001),
movilidad (d) (r=-0,18, p<0,01) y TIM (¢) (r=-0,19, p<0,001).
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Los resultados del presente trabajo
mostraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre el semen con espermato-
zoides con morfologia normal mayor o igual
a 50% y los especimenes que presentaron
morfologia espermatica normal menor de
50%, los cuales también presentaron altera-
ciones en la concentracién, motilidad, via-
bilidad y en la integridad del ADN. Las alte-
raciones en la morfologia de los espermato-
zoides, particularmente de la cabeza y la re-
gion intermedia, no son infrecuentes y care-
cen de especificidad para atribuirlas con
certeza a alguna patologia del testiculo o
de las vias seminales. Estas alteraciones se
observan en pacientes con oligozoospermia y
en menor proporcién en semen con concen-
tracion normal de espermatozoides. Se ha
comprobado que una pequena proporcion de
espermatozoides moviles (menor de 25%) de
hombres fértiles, tiene capacidad para unir-
se in vitro a la zona pelicida; tal capacidad
estd relacionada con la morfologia de la ca-
beza espermatica (31). La disminucion de la
movilidad espermatica (astenozoospermia)
frecuentemente acompaiia a la oligozoosper-
mia, y son alteraciones del semen que reve-
lan una espermatogénesis defectuosa (11).
La oligozoospermia junto con la teratozoos-
permia son hallazgos usuales en pacientes
con varicocele, una de las causas importan-
tes de infertilidad masculina (32, 33).

Tal y como ha sido previamente repor-
tado (34-38), el estudio de la estabilidad de
la cromatina espermatica ha puesto en evi-
dencia correlaciones significativas entre la
integridad del ADN espermatico y parame-
tros estandar del semen, tales como: motili-
dad, concentracién de espermatozoides,
TIM, y permeabilidad a la eosina. Basada en
estos y otros estudios, ha sido ampliamente
comprobada una correlacion positiva entre
la integridad de la cromatina espermatica y
la fertilidad, adjudicandosele un valor pro-
nostico en el resultado de la fecundacion y
posible éxito de la gestacion (20-22, 34,

39). Sin embargo, otros estudios no han
mostrado correlaciones significativas entre
los niveles de integridad de la cromatina y
los parametros del semen, lo que cuestiona
el valor predictivo de este ensayo y su im-
plementacién como prueba de rutina en la
evaluacion de la fertilidad masculina (23,
24, 40).

Los resultados presentes muestran
ademads una correlaciéon positiva elevada en-
tre el DFI y la muerte celular medida a tra-
vés de la tincion con IP del ADN hipodiploi-
de. Dos posibles interpretaciones de esta
observacion son: 1.- Un porcentaje de la
muerte celular es explicada por la predispo-
sicion de la cromatina a ser degradada, ob-
servacion que es reforzada por el hecho de
que el DFI detecta la susceptibilidad a la
degradacion del ADN, mientras que la
muerte celular es una medida directa de la
degradacion. Por cuanto este porcentaje no
explica la totalidad del fenémeno de muer-
te, otros factores deberan ser considerados
como causales para inducir muerte celular,
como por ejemplo el estrés oxidativo (41).
Esta observacion es corroborada por otros
estudios donde se ha evidenciado una asocia-
cion entre la apoptosis detectada por tinel y
la denaturacion del ADN (SCSA) (42) y otras
téenicas empleadas en el estudio de la frag-
mentaciéon del ADN espermatico (43). 2.-
Contrariamente, un porcentaje del ADN es-
permético propenso a la degradacion podria
explicarse como producto de la apoptosis,
tal y como ha sido sugerido recientemente
(28). Sin embargo, a diferencia del mencio-
nado estudio, en el presente trabajo se ha
evaluado un fenémeno tardio e irreversible,
de muerte genética de la célula y no de pro-
pension a la misma. Se requieren nuevos es-
tudios para evaluar los eventos tempranos
del proceso de muerte celular.

Otra correlacion importante que se
pone en evidencia en este estudio, es la
existente entre ambos pardmetros de la in-
tegridad de la cromatina y la motilidad de
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los espermatozoides, la cual es de naturale-
za inversa. Esta observacion se ve sustenta-
da porque los espermatozoides que han su-
frido dafio en el ADN durante su trayectoria
desde el testiculo hasta ser eyaculados, ex-
perimentan reduccion de su motilidad (44).
Es precisamente durante esta etapa en don-
de el empaquetamiento apropiado del ma-
terial genético dentro del nicleo espermati-
co es critico para proteger al genoma del
espermatozoide de agresiones externas
(45). Otra observacién importante de este
estudio, que involucra trastornos de movili-
dad de los espermatozoides y su conexion
con el dano en el ADN, es la referente a una
asociacion positiva entre la muerte celular
y el dano de la pieza intermedia de los es-
permatozoides, por cuanto la motilidad del
espermatozoide esta relacionada con el vo-
lumen mitocondrial dentro de dicho seg-
mento (46).

En conclusion los resultados del pre-
sente estudio mostraron estrechas correla-
ciones entre la morfologia, la concentra-
cion y la movilidad espermatica, con la inte-
gridad del ADN de los espermatozoides, lo
cual refuerza el criterio de que el anélisis
de la integridad de la cromatina (incluidas
tanto la susceptibilidad como la degrada-
cion propiamente dicha del ADN) pudiera
contribuir con los estudios convencionales
del semen en la evaluacion de la fertilidad
masculina.
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