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MoDELO PREDICTIVO DE FRAGMENTACION DE

ADN ESPERMATICO USANDO PARAMETROS
EVALUADOS EN UN ESPERMATOGRAMA

Jimmy Portella’, Rosmary Lépez?, Luis Noriega-Hoces?, Luis Guzman'?

REesumEN

Introduccion: El andlisis de espermatograma es utilizado como una prueba diagnéstica de la calidad seminal.
Recientemente, el andlisis de fragmentacion espermatica ha tomado importancia dado los diversos estudios
que han demostrado que la integridad del ADN en el espermatozoide afectarfa los resultados clinicos en los
tratamientos de reproduccion asistida. Objetivos: Identificar las variables analizadas en un espermatograma
que predecirfan independientemente el indice de fragmentacion de ADN espermatico (IFE). Disefio: Estudio re-
trospectivo, comparativo. Instituciones: Grupo PRANOR, Reprogenetics Latinoamerica, Clinica Concebir, Lima,
Per. Material bioldgico: Espermatozoides. Métodos: Se compard variables individuales y dos modelos: el
primero considerd el porcentaje de vialidad espermatica y la edad del paciente; el segundo modelo incluyd el
porcentaje de espermatozoides motiles y la edad. Se hizo andlisis de regresidn logistica. Principales medidas
de resultados: Viabilidad espermadtica, edad. Resultados: El andlisis multivariado demostré que los dos mode-
los fueron significantemente superiores a las variables individuales (p<0,01). El primer modelo tuvo valores de
coeficiente no estandarizados (IC95%) de 0,200 (0,082 a 0,318) y -0,146 (-0,206 a -0,086), respectivamente. El
segundo modelo tuvo valores de coeficiente no estandarizados (IC95%) de -0,099 (-0,157 a-0,042)y 0,219 (0,99
30,339), respectivamente. El andlisis de regresion logistica demostré que el porcentaje de viabilidad esperma-
ticay la edad del paciente predijeron la probabilidad de tener un IFE superior al 30% con valores de coeficiente
no estandarizados de edad de 1C95% 0,034 (0,015 a 0,053) y porcentaje de viabilidad de -0,043 (0,034 a 0,052).
Adicionalmente, el segundo modelo tuvo 1C95% de -0,04(-0,031 a-0,049)y 0,035 (0,017 a 0,053), respectivamen-
te. Finalmente, una curva ROC construida para determinar la superioridad de alglin modelo sobre las variables
individuales demostrd que las dreas bajo la curva (ABC) del modelo 1 (edad y viabilidad espermatica) fue 0,727
(1C95%=0,665 a 0,790)y el modelo 2 (edad y motilidad total de espermatozoides) 0,675 (IC95% = 0,606 a 0,744),
comparadas con las ABC del porcentaje de viabilidad espermatica = 0,295 (IC95% = 0,229 a 0,362), matilidad
total de espermatozoides ABC = 0,333 (IC95% = 0,264 3 0,403)y edad de paciente con ABC 0,584 (IC95% = 0,510
3 0,658). Conclusiones: La edad, motilidad y viabilidad espermatica correlacionaron de manera independiente
con el IFE y, por tanto, estas variables podrfan ser usadas como predictores del porcentaje de fragmentacion
de ADN.

Palabras clave: Infertilidad masculina, espermatozoides, edad, el indice de fragmentacion de ADN espermatico.

PreicTive mopeL o sPERM DNA FRAGMENTATION USING SPERMATO-
GRAM=DETERMINED PARAMETERS

ABSTRACT

Introduction: The spermatogram is used as a test of seminal quality. Recently, the sperm fragmentation test
has demonstrated importance as sperm DNA integrity would affect clinical results in assisted reproduction
treatments. Objectives: To determine spermatogram variables that would independently predict sperm DNA
fragmentation index (SFI). Design: Retrospective, comparative study. Settings: Grupo PRANOR, Reprogenetics
Latinoamerica, Clinica Concebir, Lima, Peru. Biologic material: Sperm. Methods: Individual variables and two
models were compared: the first model considered percentage of sperm viability and patient's age; the second
model included percentage of motile sperms and age. Logistic regression analysis was done. Main outcome
measures: Sperm viability, age. Results: Multivariate analysis showed that both models were significantly supe-
rior to individuals variables (p<0.01). The first model had non standardized coefficient values (95%Cl) respectively
of 0.200 (0.082 to 0.318) and -0.146 (-0.206 to -0.086). The second model had non standardized coefficient
values (95%Cl) respectively of -0.099 (-0.157 to -0.042) and 0.219 (0.99 to 0.339). Logistic regression analysis
showed that the percentage of sperm viability and patient's age predicted the probability of having an SFI over
30% with age non standardized coefficient values of 95%IC 0.034 (0.015 to 0.053) and viability percentage of
-0.043 (0.034 to 0.052). Additionally the second model had 95%Cl respectively of -0.04 (-0.031 to -0.049) and
0.035(0.017 to 0.053). Finally, a ROC curve to determine the superiority of some model over individual variables
showed that areas under the curve (ABC) of model 1 (age and sperm viability) was 0.727 (95%(Cl = 0.665 to 0.790)
and model 2 (age and sperm total motility) 0.675 (95%CI = 0.606 to 0.744), compared with ABC of percentage
of sperm viability = 0.295 (95%C! = 0.229 to 0.362), sperm total motility ABC = 0.333 (95%Cl = 0.264 to 0.403)
and patient’s age with ABC 0.584 (95%CI = 0.510 to 0.658). Conclusions: Age, and sperm motility and viability
independently correlated with SFI and consequently these variables could be used as predictors of DNA frag-
mentation percentage.

Keywords: Male infertility, sperm, age, sperm DNA fragmentation index.
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INTRODUCCION

La infertilidad es una enfermedad del sistema
reproductivo definida como la incapacidad de
lograr un embarazo clinico después de 12 meses
0 mas de relaciones sexuales no protegidas®™.
Adicionalmente, se considera que el factor mas-
culino contribuye con el 50% de los casos®. El
analisis del semen por observacion macroscopi-
cay microscopica es utilizado como un diagnos-
tico de la calidad seminal®. Sin embargo, estos
valores no son buenos predictores del potencial
fértil en los hombres®. La infertilidad masculi-
na es un problema multifactorial que puede
ser el resultado de anormalidades congénitas,
infecciones del tracto reproductor, varicocele,
trastornos endocrinos, factores genéticos, in-
munolégicos y factores ocupacionales o ambien-
tales®”. No obstante, en un grupo de pacientes
se desconoce la etiologia de la infertilidad®,
razén por la cual son categorizados con inferti-
lidad masculina inexplicada, con una incidencia
aproximada de 15% ©.

En el espermatozoide, la cromatina espermatica
estd ultra empaquetada con proteinas basicas
ricas en arginina, denominadas protaminas‘. El
recambio de histonas por protaminas se da en el
transcurso de la espermiogénesis, permitiendo
el super empaquetamiento del ADN. Como con-
secuencia se logra disminuir el volumen nuclear
hasta 10 veces comparado con el volumen nu-
clear en una célula somatica, lo cual favoreceria
la motilidad del espermatozoide y a su vez prote-
geria el material genético .

A pesar de que el material genético esta pro-
tegido, existen factores que podrian afectarlo,
produciendo rupturas en el ADN“2. Actualmen-
te, este dafio sobre el espermatozoide no es
evaluado en los analisis de rutina que los espe-
cialistas en fertilidad emplean para diagnosti-
car infertilidad masculina®™. No obstante, en la
Ultima década diversos estudios han demos-
trado que la integridad del ADN en el esperma-
tozoide afectaria los resultados clinicos en los
tratamientos de reproduccién asistida*'®. Es
por ello que el presente trabajo busca deter-
minar cuales son las variables analizadas en el
espermatograma que independientemente co-
rrelacionarian con los indices de fragmentacion
espermatica (IFE).
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METtobpos

Entre agosto de 2010 y diciembre de 2012; 316
nuevos pacientes que llegaron a nuestro centro
por una consulta de fertilidad, emitieron muestra
seminal para analisis de espermatograma y frag-
mentacion espermatica por dispersion de croma-
tina espermatica (SCD). Los parametros semina-
les fueron evaluados segun las recomendaciones
de la OMS®. Brevemente, 30 minutos luego de
emitida la muestra, el volumen y la viscosidad
fueron evaluadas usando una pipeta volumétri-
ca descartable; el pH fue evaluado usando una
tira indicadora de pH entre valores de 6,5y 10
(Merck). La concentracion espermatica fue calcu-
lada en una camara Makler. Finalmente, la viabili-
dad de los espermatozoides fue cuantificada con
tincion de eosina al 0,5% bajo microscopio (Olym-
pus) y la morfologia fue evaluada al siguiente dia.

Posterior al analisis de espermatograma, una
fraccion del semen fue separada mediante gra-
diente de densidad. La prueba de SCD se basé en
lo descrito por Fernandez y colaboradores (617,
Brevemente, el pellet de espermatozoides fue la-
vado en buffer fosfato alcalino (PBS) y resuspen-
dido a una concentracion maxima de 10 millo-
nes/mL. Los espermatozoides fueron diluidos a
una solucién de 0,7% de agarosa. La solucion fue
expandida sobre una lamina portaobjeto e incu-
bada con una solucién acida (buffer de lisis). La
muestra fue contrastada con el colorante 4,6 dia-
mino-2-fenilindo (DAPI) (2ug/mL) y evaluada bajo
microscopio de fluorescencia. Se contabilizé 500
espermatozoides por muestra, tomandose como
criterio de evaluacion la formacién de un halo de
cromatina alrededor de la cabeza del esperma-
tozoide, para ser considerado como espermato-
zoide no fragmentado. El IFE fue determinado
dividiendo el nimero total de espermatozoides
fragmentados respecto al total de analizados.

Los datos de caracteristicas de los pacientes y
parametros del analisis seminal fueron colec-
tados retrospectivamente. Como criterio de in-
clusion se consider a pacientes que emitieron
muestras seminales para su primer estudio de
espermatograma y fragmentacién espermatica
por SCD y con al menos 1% de espermatozoides
motiles. Como criterios de exclusion, se conside-
ré las muestras de biopsias testiculares o epidi-
dimales y necrozoospermia.
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parametros evaluados en un espermatograma

Para establecer un modelo predictivo de frag-
mentacion espermatica, el punto de corte esta-
blecido fue de 30% de IFE. Este nUmero repre-
senta el punto de corte propuesto por Bungum
y col. ™® como el valor méximo de fragmentacion
para que un paciente tenga un hijo nacido vivo
usando inseminacion intrauterina como método
de fecundacion.

El analisis de correlacién usando el método
de Sperman’s Rank y sus respectivos valores
de p fueron calculados entre los parametros
seminales y la fragmentacién espermatica. El
analisis multivariado de regresién fue ejecuta-
do con el objetivo de identificar las variables
predictivas con los valores de fragmentacion
espermatica (IFE). Para evitar colinerialidad
entre los variables incluidas en los modelos,
se uso el método de stepwise; para ello, valores
de p entre 0,05y 0,1 fueron considerados para
la adiciéon o eliminacion de una variable en el
modelo predictivo. Finalmente, el modelo que
incorporara las variables, una curva de carac-
teristica operativa del receptor (del inglés: re-
ceiver operating characteristic -ROC-) (COR) fue
construida. Se defini6é valor de p<0,05 como
diferencia estadistica significativa. Todas las
pruebas estadisticas fueron realizadas usando
el SPSS 20.0.

REsuLTADOS

Todos los pacientes incluidos en el presente
estudio retrospectivo fueron pacientes que
por primera vez asistieron a nuestro centro y
se realizaron la prueba de espermatograma y
fragmentacién espermatica por SCD en la mis-
ma muestra de semen. Se incluyd 316 pacientes
durante en el periodo de estudio; el promedio
de edad de los pacientes fue 39,6 £ 7,4, con un
rango de 22 a 68 afios.

Los resultados de los espermatogramas son
presentados en la tabla 1. La misma tabla pre-
senta los resultados subdividiendo la poblacion
de estudio en grupos etarios. El promedio de
fragmentacidén espermatica en la poblacion de
estudio fue 25,1 + 8,1 (IC95% 24,1 a 26). El ana-
lisis de correlacién de Sperman Rank demostré
que la edad, pH, concentracién de espermato-
zoides por mililitro, concentracion total de es-
permatozoides en el eyaculado, porcentaje de
viabilidad espermatica, porcentaje de motilidad
progresiva rapida (G3), porcentaje total de es-
permatozoides motiles (G3+G2), porcentaje de
espermatozoides inmoviles (G0) y porcentaje de
espermatozoides normales correlacionaron sig-
nificativamente con fragmentacion espermatica
(tabla 2).

TABLA 1. RESULTADOS DE ESPERMATOGRAMA Y FRAGMENTACION ESPERMATICA.

_ Toda la poblacién 22 a 35 anos 36 a 45 anos 46 a 68 anos
n 30 218 68

316
Edad 39,6+74 28,3+2,4a 37,943,4b 50,1+5,9¢
Volumen del
eyaculado 29+14 3,4+1,5a 2,9+1,4a, b 2,5+1,4b
pH 7,8+0,4 7,8+0,4 7,8+0,4 7,9+0,3
Concentracion
(millones/mL) 99,0 £79,2 93,6+75,2 99,1+73,7 101,1£97,2
Conteo total de
espermatozoides 269,6 +244,3 303,4+263,5 281,24244.9 217,6+£229,1
(millones)
Viabilidad (%) 85,8 + 14,5 89,8+11,7a 86,2+14,1a,b 82,7+16,2b
Motilidad G3 (%) 24,4 +13,3 22,449,4 25,3+13,2 22,2+14,6
Motilidad G3+G2 (%) 491 £ 15,3 51,9+12,4 49,7+15,7 45,7+14,8
Motilidad GO (%) 46,6 + 14,8 43,4411,2 46,1+15,2 49,6+14,3
Espermatozoides
normales (%) 22,8 +9,1 24,3+6,7 23,4+9,5 20,5+8,6
e iminclon 251+8,2 22,4+9,2a 24,548,2a 27,8+6,7b

espermatica (%)

G3 = motilidad progresiva rapida; G2 = motilidad progresiva lenta; G3+G2 = total de espermatozoides motiles; GO = espermatozoides inmdviles. Los resultados se
expresan en media + desviacion estdndar. Letras diferentes expresan diferencia significativa p<0,05.
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TABLA 2. ANALISIS DE CORRELACION USANDO EL METODO DE SPEARMAN’S RANK ENTRE LOS VALORES DE FRAGMENTACION ESPERMATICA CON LOS

RESULTADOS DE ESPERMATOGRAMA.

Variables predictivas Valor de Rho

Edad
Volumen del eyaculado
pH
Concentracion (millones/mL)
Total de espermatozoides (millones)
Viabilidad (%)
Motilidad G3 (%)
Motilidad G3+G2 (%)
Motilidad GO (%)

Espermatozoides normales (%)

0,218 <0,001
-0,090 0,110
0,118 0,036
-0,141 0,012
-0,183 0,001
-0,304 <0,001
-0,183 0,001
-0,215 <0,001
0,209 <0,001
-0,112 0,046

G3 = motilidad progresiva rdpida; G2 = motilidad progresiva lenta; G3+G2 = total de espermatozoides motiles; GO= espermatozoides inmaviles.

Sin embargo, el andlisis multivariado demostré
que dos modelos pueden ser propuestos para
predecir el IFE. El primero considera al porcen-
taje de vialidad espermatica y la edad del pacien-
te, con valores de coeficiente no estandarizados
de 0,200 (1C95% = 0,082 a 0,318) y -0,146 (1C95%
=-0,206 a -0,086), respectivamente. El segundo
modelo incluye al porcentaje de espermatozoi-
des motiles (G3+G2) y la edad con valores de co-
eficiente no estandarizados de -0,099 (IC95% =
-0,157 a-0,042)y 0,219 (1C95% = 0,99 a 0,339), res-
pectivamente. Adicionalmente, con un analisis
de regresion logistica se identifico las variables
que predicen la probabilidad de tener valores
de fragmentacion superior al 30%, siendo edad
y el porcentaje de viabilidad espermatica las va-
riables independientes incluidas en el modelo,
con valores de coeficiente no estandarizados de
edad de 0,034 (1C95% =0,015a 0,053) y porcenta-
je de viabilidad de -0,043 (1C95% = 0,034 a 0,052).
Sin embargo, motilidad total de espermatozoides
y edad predijeron significativamente (p<0,001)
con valores de coeficiente no estandarizados de
-0,04 (1C95% = -0,031 a -0,049) y 0,035 (IC95% =
0,017 a 0,053), respectivamente (tabla 3).

Finalmente, se realizé una curva de ROC para
determinar la superioridad del modelo sobre las
variables individuales, demostrandose que las
areas bajo la curva (ABC) del modelo 1 (edad y
viabilidad espermatica) fue 0,727 (IC95% = 0,665
a0,790)y del modelo 2 (edad y motilidad total de
espermatozoides) 0,675 (IC95% = 0,606 a 0,744),
comparadas con las ABC del porcentaje de viabi-
lidad espermatica, con una ABC = 0,295 (IC95% =
0,229 a 0,362), motilidad total de espermatozoi-
des ABC= 0,333 (IC95% = 0,264 a 0,403) y edad
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de paciente con una ABC 0,584 (IC95% = 0,510
a 0,658); fueron significativamente superiores
(p=0,01), aunque no existi6 diferencias entre los
modelos 1y 2 (p=0,127) (figura 1).

DiscusioN

El espermatograma es usado como la principal
herramienta para conocer el perfil reproductivo
en el hombre®, pero la falta de correlacién con
el potencial fértil® hace necesaria la busqueda
de nuevos marcadores, como la fragmentacion
del ADN en el espermatozoide 3.

TABLA 3. ANALISIS MULTIVARIADO USANDO EL METODO DE REGRESION
LINEAL PARA PREDECIR EL PORCENTAJE DE FRAGMENTACION ESPERMATICA
Y LA PROBABILIDAD DE TENER UN IFE SUPERIOR AL 30%.

[ Modeo | valordep|

Ln (% fragmentacion)
=29,605 - 0,146 (% viabi-

<0,001
lidad) + 0,200 (edad del
Modelo para paciente)
predecirel IFE  Ln (% fragmentacion) =
21,237 + 0,219 (edad del
<0,001
paciente) - 0,099 (moti-
lidad G2+G3)
Logit (p) = 1,074 - 0,043
Modelos para (% viabilidad) + 0,034 <0,001
predecir la (edad del paciente)
probabilidad  Logit (p) = -0,686 - 0,04
de un IFE > (% motilidad G2+G3) +
<0,001
30% 0,035 (edad del pacien-

te)
G3 = motilidad progresiva rapida; G2 = motilidad progresiva lenta; G3+G2 =
total de espermatozoides motiles.
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FIGURA 1. ANALISIS DE CURVA ROC.
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Andlisis de curva ROC para el indice de fragmentacion espermadtica (IFE). Mode-
lo 1 ABC = 0,727 (IC95% = 0,665 a 0,790); Modelo 2 ABC = 0,675 (IC95% = 0,606
a 0,744); viabilidad espermdtica ABC = 0,295 (IC95% = 0,229 a 0,362); edad de
paciente ABC 0,584 (IC95% = 0,510 a 0,658) y motilidad total espermdtica ABC =
0,333 (IC95% = 0,264 a 0,403).

A diferencia del impacto de la edad femenina
sobre la funcion reproductiva 9, el hombre no
experimenta un cese repentino en su capacidad
reproductiva®. Sin embargo, el envejecimiento
masculino puede ejercer un ligero efecto nega-
tivo sobre los drganos y tejidos reproductivos
20 Cambios en el volumen testicular fueron ob-
servados a una edad por encima de los 80 afios
en hombres sanos, con una reduccion del 31%
en comparacion al grupo de edad entre 18 'y 40
afios?). De otro modo, el efecto de la edad sobre
las variables analizadas en el espermatograma
ha sido estudiado, sin resultados concluyentes.
Al parecer, la disminucién en el volumen seminal
es la variable con mayor frecuencia asociada con
el incremento de la edad masculina, mientras
que otras variables (concentracién, motilidad y
morfologia) no disminuyeron con la edad ©2. Sin
embargo, otro estudio demostrd que el incre-
mento de la edad masculina se asocia con una
disminucion del volumen del eyaculado, moti-
lidad y morfologia espermatica, pero no con la
concentracion espermatica®. En el presente
trabajo, similares resultados han sido obteni-
dos, observandose una disminucién en el volu-
men seminal en el grupo de edad entre 46y 68
afios en comparacion al grupo de 22 a 35 afios
de edad. Ademas, la viabilidad espermatica fue
significativamente menor en el grupo de edad
entre 46 y 68 afios comparado con en el grupo

parametros evaluados en un espermatograma

entre 22 y 35 afios de edad. Este ultimo parame-
tro no ha sido comunicado por otros estudios,
enfocados principalmente en la motilidad, con-
centracion y morfologia espermatica 223,

La fragmentacion del ADN espermatico pue-
de ser evaluado por una serie de pruebas, en-
tre las que destacan el TUNEL (marcacién de la
desoxiuridina trifosfato (UTP) final mediada por
la desoxinucleotidil transferasa terminal, termi-
nal deoxynucleotidyl transferase mediated DUTP
end labelling), cometa, dispersién de cromatina
espermatica (SCD) y SCSA (ensayo de la estruc-
tura de la cromatina espermatica) 4. La técni-
ca de SCD es una prueba para el analisis de la
fragmentacién de ADN que puede ser aplicada
con facilidad en cualquier laboratorio de andro-
logia“”. Esta prueba tiene una fuerte relacién
con TUNEL y SCSA en la evaluacion de la frag-
mentacion del ADN espermatico ?°. La etiologia
de la fragmentacion del ADN puede deberse a
varios mecanismos, como la apoptosis abortiva
durante la espermatogénesis, rotura de las ca-
denas de ADN durante el remodelamiento de la
cromatina espermatica en la espermiogénesis,
dafio del ADN post-testicular (epididimo) induci-
do por especies reactivas de oxigeno, radiotera-
pia/quimioterapia y toxicos ambientales®®.

En un estudio prospectivo de un programa de
reproduccién asistida, los parametros esperma-
ticos de concentracion, motilidad y morfologia
de 622 hombres correlacionaron negativamen-
te con la tasa de fragmentacién de ADN evalua-
do por SCD®. Moskovtsev y col.?® evaluaron la
muestra seminal de 2 586 pacientes no azoos-
pérmicos no seleccionados, mediante un analisis
de semen computarizado y evaluacién del dafio
del ADN espermatico por SCSA expresado como
IFE. EI IFE fue negativamente correlacionado con
parametros espermaticos (volumen seminal,
concentraciéon, motilidad, morfologia y viabilidad
espermatica) y positivamente con la edad del pa-
ciente. Similarmente, en el presente estudio el
IFE, correlaciond negativamente con los princi-
pales parametros espermaticos (concentracion,
motilidad, morfologia y viabilidad espermatica) y
positivamente con la edad del paciente que acu-
dieron al centro por una consulta de fertilidad.
Sin embargo, Winkle y col.?® no demostraron
una asociacion entre IFE y la edad del paciente.
Posiblemente, la falta de correlacion se debia al
uso de una técnica no validada para el analisis de
fragmentacion de ADN en espermatozoides.
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En el presente estudio se propone dos modelos
para predecir el IFE. Estos involucran la edad del
paciente con viabilidad espermatica (modelo
1) y la edad del paciente con motilidad progre-
siva (modelo 2). Estos dos modelos fueron sig-
nificativamente superiores al compararlos con
las variables individuales. EL valor predictivo
de estas variables podria ser explicado debido
a que la fragmentacion del ADN espermatico
ha sido asociada con las especies reactivas de
oxigeno (ERO), aunque bajo niveles fisiologicos
estas cumplen un importante rol en el proceso
de capacitacion®©?, Sin embargo, diversos estu-
dios han mostrado que niveles elevados de ERO
pueden alterar la motilidad y viabilidad del es-
permatozoide por mecanismos como pérdida
del potencial de membrana mitocondrial, pe-
roxidacion lipidica y fragmentacion de ADN, que
finalmente conducen a muerte celular®3. Ade-
mas, la proporcién de espermatozoides muer-
tos inducen significativamente un aumento en la
generacion de EROs y fragmentacién de ADN en
la poblacion espermatica, con resultados negati-
vos en el potencial reproductivo 9,

Finalmente, nuestros resultados pueden ayudar
al diagnostico y tratamiento del factor masculi-
no. En caso que estos pacientes ingresen a un
programa de reproduccion asistida, la predic-
cion del IFE usando los modelos propuestos
junto a otras técnicas nos permiten abordar con
mayor certeza la técnica de inseminacion 9y
ayudarnos en el uso de técnicas alternativas que
seleccionen espermatozoides con contenido de
protamina normal y menor fragmentacién de
ADN, tales como el procedimiento de seleccién
espermatica por union al acido hialurénico en
casos de inyeccion intracitoplasmatica (ICSI)©9),

En conclusion, el presente trabajo demuestra
que la edad, motilidad y viabilidad espermatica
correlacionaron independientemente con el IFE
Yy, por tanto, estas variables podrian ser usadas
como predictores del porcentaje de fragmenta-
cion de ADN.
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